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本文 
 Sonic hedgehog (Shh)シグナル伝達経路では、細胞外分泌タンパク質 Shh が 12 回膜
貫通型受容体タンパク質 Patched1 に結合することで、シグナルが核内へ伝達される。本経
路はショウジョウバエからヒトに到るまで進化的に保存されており、初期発生における四
肢や神経管の形成に重要な役割を果たすことが報告されている。近年、従来経路に加え、
Patched1 第 7 細胞質ドメイン (ICD7)を介した新しいシグナル伝達経路の存在が明らかに
なってきた。以前より、ICD7 をコードする遺伝子領域に、発癌性点変異が報告されている。
さらに、ICD7 はプロセシングを受け、生じた断片が核内に移行することや、ユビキチン化
酵素をはじめとする種々のタンパク質と相互作用することも見出されつつある。このよう
に、ICD7 を介したシグナル伝達経路の重要性は示唆されているが、従来の研究は過剰発現
系に依存しており、また内在性 Patched1 の影響を排除することが困難であったため、充分
な機能解析を行うことは不可能であった。 
そこで本研究では、近年、技術進展が著しい TALEN 並びに CRISPR/Cas9 を用いたゲノ
ム編集により、Patched1 遺伝子ノックアウト細胞株の樹立を目指した。まず私は、Patched1 
遺伝子の exon1、exon2 及び exon14 領域に標的配列を持つ TALEN 発現ベクター、gRNA
発現ベクターを作製し、それらが有効な DNA 二重鎖切断活性を有することを SSA アッセ
イにより確認した。変異細胞株作出に際し、より高効率で導入が可能な非相同末端結合を
利用した方法、スクリーニングがより容易な相同組み換えを利用した方法の 2 種類の手法
を試みた。後者の方法においては、変異が導入された細胞を効率的に選択するために、
Patched1 exon 領域にピューロマイシン耐性遺伝子と EGFP 遺伝子を導入するターゲティ
ングベクターを用いた。これらのプラスミドを、Shh シグナル応答性が確認されているヒ
ト胎児腎細胞 (HEK293T)に導入し、内在性 Patched1 遺伝子欠失細胞株の作出を試みた。
限界希釈、ピューロマイシンを用いた薬剤スクリーニングの後、変異挿入の有無を確認す
るため、ゲノム DNA を鋳型として標的配列を PCR 増幅し、それらの塩基配列解析を行っ
た。その結果、TALEN を導入し変異導入を試みた細胞では、Patched1 遺伝子の exon 領域
における変異導入は確認されなかった。一方、CRISPR/Cas9 を用いた方法では、非相同末
端結合を利用する方法によって、複数の細胞株において両対立遺伝子に変異が挿入されて
いることが確認された。さらに、相同組み換えを利用した手法においても、複数の細胞株
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において両対立遺伝子にピューロマイシン耐性遺伝子と EGFP 遺伝子が挿入されているこ
とが確認された。 
以上の結果から、CRISPR/Cas9 を導入することで、Patched1 遺伝子ノックアウト細胞
株の作出に成功した。今後、この Patched1 欠失細胞株を用いて、ICD7 領域に種々の変異
を導入したトランスジェニックラインを確立し、ICD7 の機能的解明を進めることが期待さ
れる。 
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Establishing a Patched1 knock out cell line  
using genome engineering techniques. 
Hiroyuki Seki 
Sonic hedgehog (Shh) pathway is an evolutionally conserved signaling machinery 
from fruit-fly to human, and plays a pivotal role in cell growth, differentiation, and 
pattern formation in many multicellular organisms. In the traditional Shh pathway, 
Patched1 (Ptc1), a twelve-passed transmembrane domain receptor protein, binds to Shh 
via its extracellular domain and transfers a signal into the cell. Our previous study 
revealed that Ptc1-intracellular domain 7 (ICD7) is involved in a novel signaling 
pathway. Several oncogenic mutations are found in this region and therefore the 
findings suggested that the ICD7-mediated pathway plays a role in cell proliferation. 
The precise mechanism of ICD7-mediated signaling pathway, however, has not been 
elucidated yet. Although we analyzed the roles of ICD7 using overexpressed ICD7, it 
was difficult to clarify mechanisms and physiological roles of ICD7 due to the expression 
of endogenous Ptc1. In this study, I therefore attempted to establish a Ptc1 knock out 
cell line to avoid influences of endogenous ICD7 using genome engineering techniques, 
TALEN and CRISPR/Cas9 system. First of all, I prepared TALEN and CRISPR/Cas9 
expression vector targeting first, second and 14th exons of Ptc1. 
The activities of TALEN and CRISPR/Cas9 were measured by single strand 
annealing assay, and there with high activities were used in following steps. Double 
strand breaks induce DNA repairing pathways such as non-homologous end joining and 
homologous recombination (HR). Insertion or deletion of nucleotides are introduced 
during repair of DNA strands in the former pathway. On the other hand, single or 
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multiple genes are introduced into at the target site in HR. In the latter case, I used 
targeting vector which codes puromycin resistant as well as EGFP genes as selection 
markers. After transfection of these plasmids in HEK293T cells that is known to 
respond to Shh signaling, limiting dilution analysis or drug screening were carried out. 
In order to confirm whether mutations were introduced or not, I carried out genomic 
PCR and DNA sequencing against exons of Ptc1. As a result, I was not able to establish 
any Ptc1 knock out cell line using TALEN, while Ptc1 knock out cell lines were 
established by using CRISPR/Cas9. 
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略語表 
 
AAVS1    :Adeno-Associated Virus integration Site 1 
Amp    :Ampicillin 
CRISPR/Cas9                   :Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic 
Repeats/CRISPR-associated protein 9 
CS    :Calf Serum 
DMEM     :Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium 
EDTA     :Ethylene Diamine Tetraacetic Acid 
FBS     :Fetal Bovine Serum 
EGFP     :Enhanced Green Fluorescent Protein 
HEK     :Human Enbryonic Kidney 
HR    :Homologous Recombination 
HPRT1    :Hypoxanthine Phospho Ribosyl Transferase 1 
Kan    :Kanamycin 
LB     :Luria Bertani 
Luc    :Luciferase     
MCS     :Multiple Cloning Site 
Neo     :Neomycin 
NLS    :Nuclear Localization Signal 
NHEJ    :Non-Homologous End-Joining 
PBS     :Phosphate Buffered Saline 
PCR    :Polymerase Chain Reaction 
Puro    :Puromycin 
Spec    :Spectinomysin 
Shh    :Sonic hedgehog 
SSA     :Single Strand Annealing 
TALEN    :Transcription Activator-Like Effector Nuclease 
Tris    :Tris(hydroxymethyl)aminomethane 
X-gal    :5-bromo-4-chloro-3-indolyl--D-galactose 
ZFN    :Zinc Finger Nuclease 
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実験材料及び試薬類 
１．材料 
・コンピテントセル DH5 
 TOYOBO より購入し、Hanahan らの方法[1]に従って当研究室で作製したものを用いた。 
・HEK293T 細胞 
 理研細胞バンクより購入し、当研究室で継代凍結保存されたものを用いた。 
・Golden Gate TALEN and TAL Effector Kit 
  Addgene より購入したものを用いた。 
 
２．試薬類 
Alkaline Phosphatase (Calf intestine)  TaKaRa 
Big Dye Terminator ver1.1   Applied Biosystems 
Bio Taq      Bio Line 
Bsa I-HF     New England Biolabs 
Bsp EI      New England Biolabs 
ChargeSwitch-Pro Plasmid Mini Kit  Life technologies 
CS      GIBCO 
D-MEM      Wako 
Dual-Glo Luciferase Assay System  Promega 
Dual Luciferase Assay System   Promega 
Esp 3I      Thermo Scientific 
FavorPrep Plasmid DNA Extraction Midi Kit FAVORGEN 
FBS      GIBCO 
Hily Max     DOJINDO 
In-Fusion® HD Cloning Kit   Clontech 
KOD FX Neo     TOYOBO 
LB Agar      SIGMA 
LB Broth     SIGMA 
Ligation High ver.2.0    TOYOBO 
Lipofectamine LTX     Life technologies 
Lipofectamine 2000    Life technologies 
Nar I      New England Biolabs 
Opti-MEM     GIBCO 
QIA quick Gel Extraction Kit   QIAGEN 
QIAprep Spin Miniprep Kit   QIAGEN 
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Quick Ligase     New England Biolabs 
各種制限酵素     TaKaRa、TOYOBO 
各種プライマー     Eurofin Genomics 
 
３．バッファー組成 
 TE Buffer 
     10 mM Tris-HCl (pH7.5), 1 mM EDTA (pH8.0) 
  TBE Buffer 
     89 mM Tris-borate, 2 mM EDTA 
  PBS 
     137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 4.3 mM Na₂HPO₄, 1.4 mM NaH₂PO₄ 
 10×SSA  Annealing Buffer 
400 mM Tris-HCl (pH 8.0), 200 mM MgCl₂, 500 mM NaCl 
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序章 
Sonic hedgehog (Shh)シグナル伝達経路は、細胞外分泌タンパク質 Shh が 12 回膜貫通
型受容体タンパク質 Patched1 に結合することで、リガンド受容シグナルが核内へ伝達され、
初期発生における四肢や神経管の形成に重要な役割を果たす[2-5] (Figure S1)。近年、この
古典的 Shh 経路とは別に、Patched1 第 7 細胞質ドメイン (ICD7)を介した新規 Shh 経路の
存在が示唆されている。所属研究室の先行研究により、ICD7 が切断され核内に移行するこ
とや、p32 をはじめとする種々のタンパク質が ICD7 と結合することが見出されつつあり、
これらの現象が Shh シグナル伝達経路に関与することも示唆されている[6] (Figure S2)。
先行研究では、ICD7 の機能を解析する為に、p32 結合不能などの点変異を導入した
Patched1 ICD7 発現ベクターを導入し、Shh 経路への影響を調べるという実験を行ってき
た。しかし、外来性変異型 Patched1 ICD7 を導入した細胞では、内在性 Patched1 由来の
Shh 情報伝達経路が存在しているため、変異型 Patched1 の解析を行うことは困難であった。
さらに、全長 Patched1 発現ベクターを細胞に導入した場合では、細胞膜への正常なアッセ
ンブリが行われず、膜貫通タンパク質として機能しないことも明らかになっていた。した
がって、Patched1 ICD7 の機能を解明する為には、内在性野生型 Patched1 を欠損しかつ
変異型 Patched1 が細胞ゲノムに導入されたトランスジェニック (あるいはノックイン)細
胞株の構築が焦眉の課題となっていた (Figure S3)。しかし、ヒトをはじめとしたホ乳類の
細胞は相同組換え効率が低いなどの問題点があり、トランスジェニック細胞株の作出は極
めて困難であった[7]。 
そこで私は、近年進展の著しいゲノム編集技術に着目した。ゲノム編集は非常に応用性
が高く、ヒト培養細胞でも、任意の内在性遺伝子を高効率で改変することが可能である[8]。
特に、近年発表された TALEN 法及び CRISPR/Cas9 法は、従来法と比較してコンストラク
ト作製を迅速、簡便に行うことが可能な手法であることが知られている[9-12]。従って、こ
れらの技術を利用することによって、変異型 Patched1 が導入されたトランスジェニック細
胞株を効率的に作製することができると考えた。 
TALEN 及び CRISPR/Cas9 は、ゲノム上の任意の標的配列を認識し、DNA2 本鎖を切断
することができる人工制限酵素である (Figure S4、S5)。ゲノム編集は、DNA2 本鎖を切
断した後に生じる修復機構を利用することによって行われる[13] (Figure S6)。利用される
修復機構は非相同末端結合と相同組換え修復の２種類である。非相同末端結合により修復
が行われると、塩基の欠失や挿入などの変異が生じることがあり、結果として遺伝子をノ
ックアウトさせることができる[9]。相同組換え修復では、ターゲティングベクタープラス
ミドを共導入することで外来遺伝子の挿入を行うことができる[10]。これらの技術を利用し、
私はヒト培養細胞において内在性 Patched1 遺伝子に変異を導入することを目指して研究
をはじめた。 
まず私は、Patched1 遺伝子のノックアウトを目的として、遺伝子の exon1、exon2 及び
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exon14 領域を標的配列として設定した。また、変異型 ICD7 Patched1 を導入することを
目的として、AAVS1 領域も標的配列として設定した。AAVS1 領域は、導入された外来性遺
伝子が安定的に発現することに加えて、この領域に変異を導入しても細胞に悪影響を与え
ないことが知られている[14, 15]。 
次に私は、これらの領域を標的とする TALEN 発現ベクター、CRISPR/Cas9 コンストラ
クトを作製し、それらが有効な DNA 二重鎖切断活性を有することを SSA アッセイ[16] 
(Figure S7)により確認した。変異細胞株作出に際し、より高効率で導入が可能な非相同末
端結合を利用した方法 (Figure S8)、スクリーニングがより容易な相同組み換えを利用した
方法 (Figure S9)の 2 種類の手法を試みた。後者の方法においては、変異が導入された細胞
を効率的に選択するために、Patched1 exon 領域にピューロマイシン耐性遺伝子と EGFP
遺伝子を導入するターゲティングベクターを用いた。これらのプラスミドを、Shh シグナ
ル下流の転写因子 Gli1 の発現が確認されているヒト胎児腎細胞 (HEK293T)に導入し、内
在性 Patched1 遺伝子欠失細胞株の作出を試みた。限界希釈、Puromycin を用いた薬剤ス
クリーニングの後、変異の有無を確認するため、ゲノム DNA を鋳型として標的配列を PCR
増幅し、それらの塩基配列解析を行った(Figure S8, S9)。その結果、TALEN を導入し変異
導入を試みた細胞では、Patched1 遺伝子の exon 領域における変異導入は確認されなかっ
た。一方、CRISPR/Cas9 を用いた場合、非相同末端結合を利用する方法によって、複数の
細胞株において両対立遺伝子に変異が導入されていることが確認された。さらに、相同組
み換えを利用した手法においても、複数の細胞株において両対立遺伝子にピューロマイシ
ン耐性遺伝子と EGFP 遺伝子が挿入されていることが確認された。 
以上の結果から、CRISPR/Cas9 を導入することで、Patched1 遺伝子ノックアウト細胞
株の作出に成功した。今後、この Patched1 欠失細胞株を用いて、ICD7 領域に種々の変異
を導入したトランスジェニックラインを確立し、ICD7 の機能的解明を進めることが期待さ
れる。 
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Figure S1 Shh シグナル伝達経路と Patched1 
Shh シグナル伝達経路は、細胞外分泌タンパク質 Shh が 12 回膜貫通型受容体タンパク
質 Patched1 に結合することで、リガンド受容シグナルが核内へ伝達され、初期発生におけ
る四肢や神経管の形成に重要な役割を果たす。  
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Figure S2 Patched1 ICD7 を介した新規シグナル伝達経路 
古典的 Sonic heghehog 経路とは別に、Patched1 第 7 細胞質ドメイン (ICD7)を介した新
規 Shh 経路の存在が示唆されている。ICD7 の機能的重要性は未だ解明されていないが、
ICD7 領域が切断され生じた断片が核内に移行することや、p32 をはじめとする種々のタン
パク質が結合することが見出されつつあり、これらの現象が Shh シグナル伝達経路に関与
することも示唆されている。 
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Figure S3 Patched1 トランスジェニックライン 
これまでに ICD7 に変異を挿入した Patched1過剰発現系を用いて ICD7の機能解析を進
めてきたが、ノックダウン系が確立されていないため、内在性 Patched1 がもたらす影響に
より、充分な解析を行うことは不可能であった。そこで、内在性 Patched1 遺伝子を欠失し
た細胞に変異型 Patched1 の導入を行ったトランスジェニック細胞ラインの構築が求めら
れている。 
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Figure S4 TALEN を利用した DNA2 本鎖切断 
TALEN は主に塩基認識ドメイン、制限酵素活性ドメイン、核局在シグナルによって構成
されている。塩基認識ドメインを介して標的配列を挟み込むように結合し、FokI が 2 量体
を形成することによって DNA2 本鎖を切断する。 
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Figure S5 CRISPR/Cas9 を利用した DNA2 本鎖切断 
CRISPR/Cas9 法は、細菌の獲得免疫機構を利用したゲノム編集技術であり、塩基認識を
行う RNA 分子 gRNA と、制限酵素活性を持つタンパク質 Cas9 によって構成される。gRNA
により標的配列へ誘導された Cas9 が DNA２本鎖を切断することにより、ゲノム編集は行
われる。 
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Figure S6 ゲノム改変の原理 
TALEN 及び CRISPR/Cas9 はゲノム上の標的配列の 2 本鎖 DNA を切断する。切断後の
DNA 修復の過程で変異が導入される。 
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Figure S7 SSA アッセイの原理 
SSA アッセイは、DNA 修復機構の一種である Single Strand Annealing[16]を利用して
おり、専用のレポータープラスミド(SSA プラスミド)を TALEN 発現ベクターもしくは
CRISPR/Cas9 発現ベクターと共に導入することで活性評価を行うことが出来る。SSA プラ
スミドは、標的配列を挟み込む様に Luciferase 遺伝子が挿入されている。ただし Luciferase
遺伝子は完全長ではなく、お互いに重複した配列を持っており、タンデムに配置されてい
る。SSA プラスミド上の標的配列が切断されると、遺伝子の再編成 (Single Strand 
Annealing)が行われ、完全長となった Luciferase 遺伝子が発現する。発現したルシフェラ
ーゼによる発光を測定することで、切断活性を評価する。  
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Figure S8 ゲノム遺伝子改変 (非相同末端結合を利用した変異導
入) 変異導入細胞のスクリーニング過程 
細胞ゲノムの標的配列周辺を鋳型とする PCR を行うと、その増幅産物は WT と比較して
異なるサイズとなることが予想される。そこで、各細胞クローンの PCR 産物を電気泳動に
より分離することで、変異導入の有無を判定することを試みた。 
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Figure S9 ゲノム遺伝子改変 (相同組換え修復を利用した変異導
入) 変異導入細胞のスクリーニング過程  
マーカーとしてピューロマイシン耐性遺伝子及び EGFP を導入し、細胞株を選別した。
標的配列周辺を鋳型とする PCR を行うと、その増幅産物は野生型遺伝子座と比較して異な
るサイズになることが予想される。そこで、各細胞クローンについて PCR 及び電気泳動を
行い、変異導入の有無を判定した。 
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第１章 TALEN 法を用いた遺伝子改変 
1. はじめに 
本法は、人工ヌクレアーゼ TALEN を用いた遺伝子改変技術である。TALEN は、グラム
陰性菌 Xanthomonas がコードするタンパク質 TALE (Transcription Activator Like 
Effector)[17] に、制限酵素 Fok I のヌクレアーゼ活性ドメインが融合されており、主に塩
基認識ドメイン、DNA 切断活性ドメインから構成される (Figure S4)。塩基認識ドメイン
は、1 塩基を認識するモジュールがタンデムに連結されており、また自由に設計することが
できる (Figure S10)。塩基認識ドメインを介して TALEN タンパク質が標的配列に挟み込
むように結合すると、Fok I が 2 量体を形成し、DNA2 本鎖を切断する。私は、広島大学の
山本らが開発した「Golden Gate Kit＋Yamamoto Lab Add-Ons」[18, 19]を使用して、
TALEN 発現ベクターを構築し (Figure S11)、ヒト培養細胞株 HEK293T に対して遺伝子
改変を試みた。 
 
2. 実験方法 
2-1. TALEN の設計 
    Patched1 遺伝子 exon 領域、AAVS1 領域上の TALEN 標的配列を検索した。検索には
Iowa State University のオンラインツール「Old TALEN Targeter」を利用した。検索
条件は以下に記した条件を用いた。 
   ・Targeter のパラメーター設定は原則として初期状態を用いた。 
・TALEN ペアの repeat array の長さは 17-20 個のものを優先的に選択した。 
 候補になかった場合は他の長さのものを選択した。 
  ・スペーサー長は 15 塩基に固定した。 
 検索結果の候補の中から下記条件に沿ったものを、TALEN の設計図とした。 
・NN と NI (塩基 G と A)が含まれる比率を可能な限り低いペアを選択した。 
・NN が 3 回以上連続して出現するペアを可能な限り避けた。 
 
2-2. TALEN 発現ベクターの作製 
(1)  STEP1 (6 モジュールの作製) 
・モジュール断片の切り出し、ベクターの線状化 
STEP1 で使用するモジュール断片の切り出しとベクターの線状化を、Bsa I-HF を
用いて行った。制限酵素処理は以下の組成で 37℃で一晩行った。なお、ベクターは脱
リン酸化処理も同時に行った。 
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＜モジュール＞        ＜ベクター＞ 
プラスミド溶液 (5-10 µg) 7 µl プラスミド溶液 (5-10 µg)         7 µl  
      NE Buffer4      2 µl    NE Buffer4          2 µl 
      Bsa I-HF (20 U/µl)       1 µl     Bsa I-HF (20 U/µl)  1 µl 
      滅菌水      10 µl     Alkaline Phosphatase (30 U/µl) 1 µl 
    Total       20 µl       滅菌水                  9 µl 
                Total                 20 µl     
 
反応終了後、1％アガロースゲル (0.5×TBE)を用いて 電気泳動を行った後、QIA 
quick Gel Extraction Kit を用い、目的のフラグメント、線状化ベクターを精製した。 
 
・6 モジュールの連結 
3-1-1 で精製した各モジュール断片とベクターを混合し、ライゲーションにより 6 モ
ジュールを連結した。反応液の調製は全てコールドルーム内で行った。ライゲーショ
ン反応は以下の組成で 16 ℃、30 分間行った。 
 
  ＜反応液組成＞ 
ベクター   0.6 µl 
各モジュール   0.6 µl×1~6  
Ligation High Ver.2  DNA 溶液量の 1/2 量 (µl) 
 
反応後、反応液 3 µl を 50 µl のコンピテントセル DH5に加え、氷上で 30 分間静置
した。その後、X-gal を塗布した LB (+Spec) 寒天培地に全量撒き、37 ℃で 16 時間培
養した。 
 
・インサートチェック 
培養後、生じた白色コロニーをピックアップし、コロニーダイレクト PCR によるイ
ンサートチェックを行った(図 6 上図)。PCR は下記の組成、条件で行った。 
  
＜用いたプライマー＞ 
Forward: 5’-TTGATGCCTGGCAGTTCCCT-3’ 
Reverse : 5’-CGAACCGAACAGGCTTATGT-3’ 
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＜ダイレクト PCR 組成(1 本)＞      ＜PCR サイクル＞ 
10× Reaction Buffer       1 µl  95 ℃     1 min  
  dNTP (2.5 mM)  0.8 µl  95 ℃      20 sec 
  10 µM primer (FW)  0.1 µl  55 ℃         20 sec 
  10 µM primer (RV)  0.1 µl   72 ℃  1 min 30 sec 
  MgCl₂ (50 mM)  0.3 µl  72 ℃     3 min 
Hybripol (5 U/µl)     0.05 µl  15 ℃     ∞ 
滅菌水      7.65 µl 
     Total   10 µl  
 
 
PCR 後、1％アガロースゲル (0.5×TBE) 電気泳動を行った。インサートの挿入が
確認されたコロニーを、50 µg/ml の Spec を含んだ LB 液体培地 3 ml に植菌し、37 ℃
で 16 時間培養した。培養後、QIAprep Spin Miniprep Kit を用いてプラスミドを精製
し、プラスミド濃度を 100 ng/µl に調整した。なお、6 モジュールが含まれるプラスミ
ドの精製は、培養を個別に行い、等量の菌液を混合して 1 つのカラムで精製を行った。 
 
・配列解析 
   作製した 6 モジュールプラスミドのモジュール配列を確認するために、配列解析を
行った。シーケンス反応は下記の組成、条件で行った。 
 
＜用いたプライマー＞ 
Forward: 5’-TTGATGCCTGGCAGTTCCCT-3’ 
Reverse : 5’-CGAACCGAACAGGCTTATGT-3’ 
 
＜シーケンス反応組成(1 本)＞          ＜反応サイクル＞ 
 Big Dye ver 1.1       0.5 µl   96 ℃      1 min 
  Dye Buffer           1.75 µl   96 ℃     10 sec 
  1.6 µM primer    1 µl   50 ℃         5 sec 
  Template (100 ng/µl)    1 µl   60 ℃         4 min  
  滅菌水               5.75 µl   15 ℃       ∞ 
            Total            10 µl 
 
反応後、反応液に対してエタノール沈殿を行い、HiDi フォルムアミド 15 µl に溶解
させた後、シークエンサーを用いて配列を解析した。 
×35 cycles 
×40 cycles 
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(2) STEP2 (発現ベクター構築) 
2-2. (1) STEP1 (6 モジュールの作製)で得られた 6 モジュールプラスミドを用いて、
TALEN 発現ベクターの構築を行った。 
 
・Golden Gate 反応 
    制限酵素処理とライゲーション反応を同時に行う Golden gate 反応を用いて、発現
ベクターの作製を行った。反応は以下の組成、条件で行った。 
 
＜Golden gate 反応組成 (1 本)＞        ＜反応サイクル＞   
6 モジュール連結 vector         0.5 µl    37 ℃    5 min  
pB vector              0.75 µl    16 ℃   10 min   
pLR vector (100 ng/µl)          0.75 µl    37 ℃   15 min  
BackBone vector (100 ng/µl)      0.375 µl    80 ℃    5 min  
Esp 3I (10 U/µl)            0.5 µl    15 ℃       ∞  
Quick Ligase             0.5 µl 
10×T4 ligase buffer            1 µl 
滅菌水                    up to 10 µl 
Total             10 µl 
 
反応後、反応液 3 µl を 50 µl のコンピテントセル DH5に加え、氷上で 30 分間静置
した。その後、X-gal を塗布した LB(+Amp) 寒天培地に全量撒き、37 ℃で 16 時間培
養した。 
 
・インサートチェック 
培養後、生じた白色コロニーをピックアップし、コロニーダイレクト PCR によるイ
ンサートチェックを行った (図 6 下図)。PCR は下記の組成、条件で行った。 
 
＜用いたプライマー＞ 
Forward : 5’-CATCGCGCAATGCACTGAC-3’ 
      Reverse : 5’-CTGAGTTGAATTTCTTGCGATTTC-3’ 
 
 
 
 
 
 
×10 cycles 
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＜ダイレクト PCR 組成 (1 本)＞    ＜PCR サイクル＞ 
10×Reaction Buffer         1 µl  95 ℃      1 min  
 dNTP (2.5 mM)  0.8 µl  95 ℃      20 sec 
10 µM primer (FW)  0.1 µl  61 ℃         20 sec 
10 µM primer (RV)  0.1 µl   72 ℃   1 min 30 sec 
MgCl₂ (50 mM)  0.3 µl  72 ℃    3 min 
Hybripol (5 U/µl)        0.05 µl  15 ℃     ∞ 
滅菌水      7.65 µl 
  Total   10 µl 
    
PCR 後、1％アガロースゲル (0.5×TBE) 電気泳動を行った。インサートの挿入が確
認されたコロニーを、50 µg/ml の Amp を含んだ LB 液体培地 3 ml に植菌し、37 ℃で
16 時間培養した。培養後、ChargeSwitch-Pro Plasmid Mini Kit、若しくは FavorPrep 
Plasmid DNA Extraction Midi Kitを用いてプラスミドを精製し、プラスミド濃度を300 
ng/µl になるように調整した。 
 
・モジュール連結チェック 
    作製した発現ベクターのモジュール配列の正誤を確認するために、制限酵素 Bsp EI
処理によるベクター切断パターンの確認を行った。Bsp EI は、last repeat 及び HD1 以
外の HD モジュールは Bsp EI の認識配列を持つ。制限酵素処理は以下の組成で 37 ℃、
2 時間行った。 
  ＜制限酵素処理組成＞ 
   T3 Buffer  2 µl 
    TALEN plasmid (3 µg) 10 µl 
    Bsp EI (10 U/µl) 1 µl 
   滅菌水  7 µl 
      合計         20 µl       
 
処理後、1.0％アガロースゲル電気泳動(0.5×TBE) を行い、切断パターンの確認を行
った (図 7) 。 
 
・配列解析 
精製した TALEN 発現ベクターのモジュール配列の正誤を確認するために、配列解析
を行った。シーケンス反応は以下の組成、条件で行った。 
 
 
×35 cycles 
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＜用いたプライマー＞ 
Forward : 5’-CATCGCGCAATGCACTGAC-3’ 
      Reverse : 5’-CTGAGTTGAATTTCTTGCGATTTC-3’ 
 
＜シーケンス反応組成 (1 本)＞           ＜反応サイクル＞ 
 Big Dye ver 1.1       0.5 µl   96 ℃      1 min 
  Dye Buffer           1.75 µl   96 ℃     10 sec 
  1.6 µM primer   1 µl   50 ℃         5 sec 
  Template (150 ng/µl)    1 µl   60 ℃         4 min  
滅菌水               5.75 µl   15 ℃       ∞ 
            Total            10 µl 
  
反応後、反応液に対してエタノール沈殿を行い、HiDi フォルムアミド 15 µl に溶解さ
せた後、シークエンサーを用いて配列を解析した。 
解析結果から前後端から 6 個程度のモジュール配列を確認し、モジュールが正しく挿
入されていると判断された TALEN 発現ベクターを以降の実験操作で用いた。 
 
2-3. SSA プラスミド作製 
   切断活性評価 SSA アッセイで使用する SSA プラスミドを作製した。 
  
(1) ベクターの線状化 
   pGL4-SSA ベクターを線状化するために、制限酵素 Bsa I-HF による処理を以下の組
成で 37 ℃で一晩行った。 
 
プラスミド溶液 (5-10 µg) 7 µl  
      NE Buffer4   2 µl 
      Bsa I-HF (20 U/µl)  1 µl 
      滅菌水   10 µl 
    Total   20 µl       
 
処理後、線状化されたベクターを 1％アガロースゲル(0.5×TBE) 電気泳動により分離
し、QIA Qµick Gel Extraction Kit を用いて精製した。 
 
 
 
 
×40 cycles 
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(2) 合成オリゴヌクレオチド 
     下記の通りに合成オリゴヌクレオチドを設計し、operon 社へ合成を依頼した。 
Sense Oligo : 5’- GTCGGAT・・・(標的配列の sense 鎖)・・・AGGT -3’ 
Antisense Oligo : 5’- CGGTACCT・・・(標的配列の antisense 鎖)・・・ATC -3’ 
 
(3) 合成オリゴヌクレオチドのアニーリング 
    以下の組成、条件で合成オリゴヌクレオチドをアニーリングさせた。 
  
＜反応液組成＞       ＜反応条件＞  
10×SSA annealing buffer  8 µl      95 ℃   2 min 
50 µM sense oligo    (5 µM) 1 µl  25 ℃まで下げていく    1℃/min 
50 µM antisense oligo (5 µM) 1 µl  25 ℃      ∞ 
合計            10 µl   
 
(4) ライゲーション 
   アニーリングさせた合成オリゴヌクレオチドを、線状化させた pGL4-SSA ベクター
へ挿入した。以下の反応液組成で 16 ℃、30 分間インキュベートした。 
＜反応液組成＞ 
ベクター  0.6 µl 
合成オリゴヌクレオチド 1.4 µl 
Ligation High ver.2 1.0 µl 
Total   3.0 µl 
 
反応後、反応液 1.5 µl を 50 µl のコンピテントセル DH5に加え、氷上で 30 分間静
置した。その後、LB(+Amp) 寒天培地に DH5を全量撒き、37 ℃で 16 時間培養した。 
 
 
(5) インサートチェック 
培養後、生じたコロニーをピックアップし、コロニーダイレクト PCR によるインサ
ートチェックを行った。PCR 条件は「3-3. インサートチェック」と同じ組成、条件で
行った。 
 ＜用いたプライマー＞ 
Forward : 5’-CTCAGCAAGGAGGTAGGTGAGG-3’ 
     Reverse : 5’-TGATCGGTAGCTTCTTTTGCAC-3’ 
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(6) シーケンス 
   (5)で確認されたバンドを切り出したゲルをエッペンドルフチューブに回収し、－
30 ℃で 15 分間冷却してゲルを凍結させた。凍結後、常温に戻してゲルを解凍し、15,000 
rpm で 1 分間遠心した。遠心後、ゲルから染み出した液体を用いて配列を解析した。シ
ーケンス反応は下記の組成、条件で行った。 
＜用いたプライマー＞  
Forward : 5’-CTCAGCAAGGAGGTAGGTGAGG-3’ 
 
＜シーケンス反応組成 (1 本)＞     ＜反応サイクル＞ 
 Big Dye ver 1.1       0.5 µl  96 ℃       1 min 
  Dye Buffer           1.75 µl  96 ℃     10 sec 
  1.6 µM primer  0.1 µl  50 ℃         5 sec 
  Template    5 µl  60 ℃         4 min  
  滅菌水               1.75 µl     15 ℃       ∞ 
  Total            10 µl 
 
反応後、反応液に対してエタノール沈殿を行い、HiDi フォルムアミドに溶解かした後、
シーケンサーを用いて解析した。インサートの挿入が確認されたコロニーを、50 µg/ml
の Amp を含んだ LB 液体培地 3 ml に植菌し、37 ℃で 16 時間培養した。培養後、Charge 
Switch-Pro Plasmid Mini Kit を用いてプラスミドを精製し、プラスミド濃度を 150 
ng/µl に調製した。 
  
2-4. HEK293T 細胞の培養 
10％FBS を含む D-MEM (High Glucose) (以下培地) を用いて、37 ℃、CO₂濃度 5％
条件下で培養した。継代は以下の方法で行った。まず培地を除去し、10 ml の滅菌 PBS
で 2 回洗浄した。その後、1 ml の 0.25％ trypsin-EDTA を加え、37℃で 5 分間インキ
ュベートすることで、細胞をシャーレから剥離させた。9 ml の培地を加えてピペッティ
ングした後、細胞を回収し、585×g で 3 分間遠心し、細胞を沈殿させた。上清を除去し、
10 ml の培地で懸濁した細胞を 10 ml シャーレに 2.0×10⁶個播種した 
 
  
×40 cycles 
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2-5. 切断活性評価 (SSA アッセイ) 
作製した TALEN の切断活性評価を行うために、SSA アッセイを行った。 
 
(1) HEK293T 細胞へのトランスフェクション 
作製した TALEN 発現ベクター (genebank)、SSA プラスミドを HEK293T 細胞にト
ランスフェクトした。また、ポジティブコントロールは TALEN (HPRT1)を用いた。プ
レートは 96 ウェルを使用した。プラスミド溶液は以下の組成で調製した。 
 
＜プラスミド溶液組成/ウェル＞ 
   【ネガティブコントロール (NC)】 
       SSA プラスミド (HPRT1) (150 ng/µl)   1 µl 
pRL - CMV  (30 ng/µl)     1 µl 
milliQ        4 µl 
Total        6 µl 
 
     【ポジティブコントロール (PC)】 
TALEN L (HPRT1-NC) (300 ng/µl)     1 µl 
TALEN R (HPRT1-NC) (300 ng/µl)     1 µl 
SSA プラスミド (HPRT1) (150 ng/µl)  1 µl 
pRL - CMV  (30 ng/µl)     1 µl 
milliQ        2 µl 
Total        6 µl 
 
【TALEN コンストラクト】  
TALEN プラスミド (L) (300 ng/µl) 1 µl 
TALEN プラスミド (R) (300 ng/µl) 1 µl 
SSA プラスミド  (150 ng/µl) 1 µl 
pRL - CMV  (30 ng/µl) 1 µl 
滅菌水      2 µl 
Total     6 µl 
 
Opti-MEM を各ウェル l に 25 µl ずつ分注し、上記の調製したプラスミド溶液を 4 µl
ずつウェルに分注した。次に、Lipofectamine LTX を 1 ウェルあたり 0.7 µl 含むように
Opti-MEM を用いて希釈したものを、 25 µl ずつ分注し、30 分間インキュベートした。
インキュベート中に、10 cm ディッシュの HEK293T 細胞の懸濁液を用意した。細胞懸
30 
 
濁液の細胞密度は 6×105/ml となるように調整した。インキュベート後のプレートに細
胞懸濁液を 100 µl ずつ各ウェルに分注し、37 ℃で 24 時間培養した。 
 
(2) ルシフェラーゼアッセイ 
  24 時間培養したプレートから、各ウェル 75 µl ずつ培地の上清を抜いた後、
Dual-Glo Luciferase Assay System (Promega)を用いてキットのプロトコルに従っ
て実験を行った。 
 
 2-6. ターゲティングベクター作製 
   SSA アッセイで高い切断活性が確認された TALEN を用いて遺伝子導入を行う為に、 
AAVS1 領域並びに Patched1 exon14 領域を標的とするターゲティングベクターを作製し
た。 
  
AAVS1 領域標的ターゲティングベクターの作製 
(1) ターゲティングアームのサブクローニング 
標的配列周辺約 2.0 kbp の領域を、pBluescript II sk (+)にサブクローニングした。 
・ターゲティングアームをクローニングするための Template は、HEK293T から抽
出したゲノムを用いた。 
・制限酵素 Kpn I を用いてサブクローニングを行った。 
 
＜用いたプライマー＞ 
 インサート FW :5’- ATGGTACCGAGTGCCCTTGCTGT-3’ 
 インサート RV : 5’-AAGGTACCAGCCTGGTAGACAGG-3’ 
 ベクター線状化 FW : 5’-ACGGTACCCAGCTTTTGTTCCCTT-3’ 
  ベクター線状化 RV :5’-GCCCGGTACCCAATTCGCCCTATA-3’ 
 
＜PCR 条件 (1 本)＞            ＜PCR サイクル＞ 
  2× Buffer             6.25 μl  94 ℃   2 min 
    dNTPs (2 mM)   2.5 μl  98 ℃  10 sec 
    Template (25 ng/µ l)      0.25 μl  60 ℃  30 sec 
    Primer FW (10 µ M)        0.375 μl  68 ℃      30 sec/kbp 
           RV (10 µ M)        0.375 μl  68 ℃   3 min 
KOD FX neo (1 U/µl)         0.05 μl  15 ℃    ∞ 
    MilliQ  up to   12.5 μl  
  
×35 cycle 
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PCR 産物を 1.0%アガロースゲル (0.5×TBE)で電気泳動し、検出されたバンドを QIA 
Qµick Gel Extraction Kit を用いて精製した。 
 
制限酵素処理    
＜ベクター＞                              ＜インサート＞ 
 DNA 溶液           15 μl DNA 溶液      16 μl  
  10×L  Buffer       3 μl 10×L Buffer    3 μl 
  Kpn I (10 U/µl)       1 μl Kpn I (10 U/µl)       1 μl 
MilliQ       29 μl MilliQ       28 μl 
         50 μl        50 μl 
37℃で 4 時間反応させた後、1.0%アガロースゲル (0.5×TBE)で電気泳動し、検出され
たバンドを QIA Qµick Gel Extraction Kit を用いて精製した。 
 
＜脱リン酸化処理＞ 
 線状化ベクター    27 μl 
  10×Buffer       3 μl 
  CIAP (3 U /µl)       1 μl 
        30 μl 
   
37 ℃で 15 分間、50 ℃で 15 分間反応させた後、フェノールクロロホルム抽出、エ
タノール沈殿により精製を行った。次に、下記の反応液を調製し、室温で 20 分間反応
させてライゲーションを行った。 
 
＜ライゲーション反応液＞ 
ベクター       2 µl 
インサート       2 µl 
Ligation High ver 2.0    2 µl 
       6 µl 
反応後、反応液 3 µl を 50 µl のコンピテントセル DH5に加え、氷上で 30 分間静置
した。その後、LB(+Amp) 寒天培地に DH5を全量撒き、37 ℃で 16 時間培養し、コ
ロニーをピックアップしインサートチェックを行った. 
＜用いたプライマー＞ 
Forward : 5’- GTAAAACGACGGCCAGT-3’ 
Reverse : 5’-GGAAACAGCTATGACCATG-3’ 
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インサートの挿入が確認されたコロニーを、50 µg/ml の Spec を含んだ LB 液体培
地 3 ml に植菌し、37 ℃で 16 時間培養した。培養後、QIAprep Spin Miniprep Kit を
用いてプラスミドを精製した。その後、インサートの塩基配列に変異がないかを確認
するために、シーケンスを行った。 
 
＜用いたプライマー＞ 
Seq1 : 5’-TGCTCTTTCCGGAGCACT-3’ 
Seq2 : 5’-CGAGCTGGGACCACCTTA-3’ 
Seq3 : 5’-GGAGGAGGCCTAAGGATGG-3’ 
Seq4 : 5’-TGGGGGCTCTTTAAGGAAA-3’ 
 
＜シーケンス反応組成(1 本)＞           ＜反応サイクル＞ 
 Big Dye ver 1.1        0.5 µl   96 ℃      1 min 
  Dye Buffer           1.75 µl   96 ℃     10 sec 
  1.6 µM primer    1 µl   50 ℃         5 sec 
  Template (100 ng/µl)    1 µl   60 ℃         4 min  
  滅菌水               5.75 µl   15 ℃       ∞ 
            Total            10 µl 
 
(2)  Puromycin 耐性遺伝子のサブクローニング 
(1)で作製したプラスミドに対して、Puromycin 耐性遺伝子をターゲティングアーム内
にサブクローニングした。 
・Clontech 社の In-Fusion® HD Cloning Kit を用いてサブクローニングを行った。 
・Puromycin 耐性遺伝子を PCR により増幅するための Template は、pPUR プラスミド
を用いた。 
・ターゲティングアーム内の標的配列を欠失させるように遺伝子を挿入した。 
 ・PCR 及びシーケンスの組成、条件は (1)に準じた。 
＜用いたプライマー＞ 
  インサート FW : 5’-CTTATATTCCCAGGGGGTGTGGAAAGTCCCCAGGC-3’ 
インサート RV : 5’-GAAGGAGGAGGCCTAGCAGTGAAAAAAATGCTTTA-3’ 
ベクター線状化 FW : 5’- GCCCCCATCCTTAGG-3’ 
ベクター線状化 RV : 5’- CCCTGGGAATATAAG-3’ 
 
 PCR産物を 1.0%アガロースゲル (0.5×TBE)で電気泳動し、検出されたバンドをQIA 
Qµick Gel Extraction Kit を用いて精製した。次に、下記の反応液を調製し、50 ℃で
15 分間反応させてライゲーションを行った。 
×40 cycle 
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  ＜インフュージョン反応液＞ 
Vector   2 μl 
 Insert        0.5 μl 
 5×Infusion mix  1 μl 
 milliQ        1.5μl 
    5 μl 
    反応液 3 µl を 50 µl のコンピテントセル DH5に加え、氷上で 30 分間静置した。
その後、LB (+Amp) 寒天培地に DH5を全量撒き、37 ℃で 16 時間培養し、コロニ
ーをピックアップしインサートチェックを行った. 
 
＜用いたプライマー＞ 
  Forward : 5’-CCTGAAACATAAAATGAATGCAA-3’ 
Reverse : 5’-GGAAACAGCTATGACCATG-3’ 
 
インサートの挿入が確認されたコロニーを、50 µg/ml の Amp を含んだ LB 液体培
地 3 ml に植菌し、37 ℃で 16 時間培養した。培養後、QIAprep Spin Miniprep Kit を
用いてプラスミドを精製した。その後、インサートの塩基配列に変異がないかを確認
するために、シーケンスを行った。 
 
＜用いたプライマー＞ 
Seq5 : 5’-TTAGTCAGCAACCATAGTCC-3’ 
Seq6 : 5’-GTCACCGAGCTGCAAGAACT-3’ 
Seq7 : 5’-CCGCCTTCCTGGAGACCT-3’ 
Seq8 : 5’-CCTGAAACATAAAATGAATGCAA-3’ 
 
(3) CMV-MCS-PolyA のサブクローニング 
(2)で作製したプラスミドに対して、CMV-MCS-PolyA カセットをターゲティングアーム
内にサブクローニングした。 
・Clontech 社の In-Fusion® HD Cloning Kit を用いてサブクローニングを行った。 
・PCR 及びシーケンスの条件、組成は (1)に準じた。 
・インフュージョンの手順は (2)に準じた。 
＜用いたプライマー＞ 
  インサート FW :5’-CAAGGTAATCTGCCATCAATATTGGCCATTAGCCA -3’ 
   インサート RV : 5’-ACTTTTGGAGGACTGTACCACATTTGTAGAGGTTT -3’ 
    ベクター線状化 FW : 5’-CAGTCCTCCAAAAGTCAATGC -3’ 
      ベクター線状化 RV : 5’-TGGCAGATTACCTTGGCTTT -3’ 
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インサートチェック 
＜用いたプライマー＞ 
  Forward : 5’-CCTGAAACATAAAATGAATGCAA-3’ 
Reverse : 5’-GGAAACAGCTATGACCATG-3’ 
 
インサートの挿入が確認されたコロニーを、50 µg/ml の Amp を含んだ LB 液体培
地 3 ml に植菌し、37 ℃で 16 時間培養した。培養後、QIAprep Spin Miniprep Kit を
用いてプラスミドを精製した。その後、インサートの塩基配列に変異がないかを確認
するために、シーケンスを行った。 
 
＜用いたプライマー＞ 
Seq9  : 5’-CTCCTCCTTCCTAGTCTCCT-3’ 
Seq10 : 5’-TTTACGGTAAACTGCCCACT-3’ 
Seq11 : 5’-TACGGTGGGAGGTCTATATA-3’ 
Seq12 : 5’-GAGAGATGGCTCCAGGAAAT-3’ 
 
(4) EGFP のサブクローニング 
(3)で作製したプラスミドに対して、MCS に EGFP を挿入した。 
・PCR 及びシーケンスの組成、条件は (1)に準じた。 
 ・制限酵素 Mlu I 及び Sal I を用いてサブクローニングを行った。 
・EGP を PCR により増幅するための Template は、pCMV-EGFP プラスミドを用いた。 
・PCR 及びシーケンスの組成、条件は(1)に準じた。    
＜用いたプライマー＞ 
Forward : 5’-ATACGCGTATGGTGAGCAAGGGCGAGGA -3’ 
   Reverse : 5’-TTAGTCGACCTACTTGTACAGCTCGTCCA -3’ 
 
PCR 産物を 1.0%アガロースゲル (0.5×TBE)で電気泳動し、検出されたバンドを QIA 
Qµick Gel Extraction Kit を用いて精製した。 
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＜制限酵素処理＞    
ベクター                                 インサート 
 DNA 溶液          20 μl DNA 溶液      25 μl  
  10×H  Buffer       3 μl 10×H Buffer    3 μl 
  Mlu I (10 U/µl)       1 μl Mlu I (10 U/µl)       1 μl 
  Sal I (15 U/µl)       1 μl Sal I (15 U/µl)       1 μl 
  Milli Q        5 μl        30 μl 
         30 μl 
37℃で 4 時間反応させた後、ゲル抽出により精製を行った。 
 
＜脱リン酸化処理＞ 
 線状化プラスミド    27 μl 
  10×Buffer       3 μl 
  CIAP (3 U/µl)       1 μl 
        30 μl 
  37 ℃で 15 分間、50 ℃で 15 分間反応させた後、フェノールクロロホルム抽出、エ
タノール沈殿により精製を行った。次に、下記の反応液を調製し、室温で 20 分間反応
させてライゲーションを行った。 
 
＜ライゲーション反応液＞ 
Vector DNA    1 µl 
Insert DNA    3 µl 
Ligation High ver 2.0    2 µl 
        6 µl 
 
反応後、反応液 1.5 µl を 50 µl のコンピテントセル DH5に加え、氷上で 30 分間静
置した。その後、LB(+Amp) 寒天培地に DH5を全量撒き、37 ℃で 16 時間培養し、
コロニーをピックアップしインサートチェックを行った. 
＜用いたプライマー＞ 
Forward : 5’-ATCCGCCACAACATCGAGGA-3’ 
Reverse : 5’-CTCGAACTCCTGGCTCAAAC-3’ 
 
インサートの挿入が確認されたコロニーを、50 µg/ml の Amp を含んだ LB 液体培地
3 ml に植菌し、37 ℃で 16 時間培養した。培養後、QIAprep Spin Miniprep Kit を用
いてプラスミドを精製した。その後、インサートの塩基配列に変異がないかを確認す
るために、シーケンスを行った。 
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＜用いたプライマー＞ 
Seq13 : 5’-GTGCAGTGCTTCAGCCGCTA-3’ 
Seq14 : 5’-AAGAAGATGGTGCGCTCCT-3’ 
Seq15 : 5’-ATCCGCCACAACATCGAGGA-3’ 
 
(5) pBluescript II SK (+)由来の MCS の削除 
作製したターゲティングベクターに残存している pBluescript II SK (+)由来の MCS を
インバース PCR により削除した。 
 
＜PCR条件 (1本)＞       ＜PCRサイクル＞ 
  10× Buffer             2.5 µl   94 ℃   2 min 
    dNTPs (2 mM)  2.5 µl  98 ℃  10 sec 
    25 mM MgSO4  1.5 µl  64 ℃  30 sec 
Template (25 ng/µ l)      0.5 µl  68 ℃        8 min 
    Primer FW (10 µM)        0.75 µl  68 ℃   3 min 
           RV (10 µM)        0.75 µl  15 ℃    ∞ 
KOD Plus neo (1U/µl)   1 µl   
    MilliQ  up to    25 µl   
 
PCR 後、増幅産物に Dpn I を 1 μl 加え、37 ℃で 1 時間反応させた。反応後、1.0%ア
ガロースゲル (0.5×TBE)で電気泳動し、検出されたバンドを QIA Qµick Gel Extraction 
Kit を用いて精製した。精製した DNA 溶液を用いて、以下の組成でライゲーションを行
った。 
 
＜ライゲーション＞ 
 線状化プラスミド    2.5 μl 
  Ligation High ver 2.0          2 µl 
T4 Polynucleotide Kinase      1 μl  
        5.5 μl 
 
 37 ℃で 1 時間反応させた後、反応液 3 µl を 50 µl のコンピテントセル DH5に加え、
氷上で 30 分間静置した。その後、LB (+Amp) 寒天培地に DH5を全量撒き、37 ℃で 16
時間培養した。培養後、QIAprep Spin Miniprep Kit を用いてプラスミドを精製した。そ
の後、、Seq16 プライマーを用いてシーケンスを行った。 
＜用いたプライマー＞ 
Seq16 : 5’-GGAAACAGCTATGACCATG-3’ 
×35 cycle 
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Patched1 exon14 領域標的ターゲティングベクターの作製 
(1) ターゲティングアームのサブクローニング 
標的配列周辺約 2.0 kbp の領域を、pBluescript II sk (+)にサブクローニングした。 
・ターゲティングアームをクローニングするための Template は、HEK293T から抽
出したゲノムを用いた。 
・Clontech 社の In-Fusion® HD Cloning Kit を用いてサブクローニングを行った。 
・インフュージョンの手順は (2)に準じた。 
 
＜用いたプライマー＞ 
   インサート FW :5’-TCACTATAGGGCGAACTCCCAGGCAGCGGTAGT-3’ 
    インサート RV : 5’-AAAGGGAACAAAAGCAGTGGTGCCATCTCGGCT-3’ 
    ベクター線状化 FW : 5’-GCTTTTGTTCCCTTTAGTGAGG-3’ 
      ベクター線状化 RV :5’-TTCGCCCTATAGTGAGTCGT-3’ 
 
＜PCR 条件 (1 本)＞       ＜PCR サイクル＞ 
  2× Buffer             6.25 µl   94 ℃   2 min 
    dNTPs (2 mM)   2.5 µl   98 ℃  10 sec 
    Template (25 ng/µl)      0.25 µl   63 ℃  30 sec 
    Primer FW (10 µM)         0.375 µl   68 ℃      30 sec/kbp 
           RV (10 µM)        0.375 µl   68 ℃   3 min 
KOD FX neo (1 U/µl)         0.05 µl   15 ℃    ∞ 
    MilliQ  up to   12.5 µl     
   PCR 産物を 1.0%アガロースゲル (0.5×TBE)で電気泳動し、検出されたバンドをゲル抽
出により精製した。精製した PCR 産物を用いて、インフュージョン反応によりサブクロ
ーニングを行った。 
   
インサートチェックによりターゲティングアームの挿入を確認した後、アーム内の塩基
配列に変異がないかを確認するために、シーケンスを行った。 
 
＜用いたプライマー＞ 
・Patched1  exon14 
Seq17 : 5’-AAGATGCTGGTTCCGATGAC-3’ 
Seq18 : 5’-CTCTGTGCAGCCCGTCAC-3’ 
Seq19 : 5’-TTTTGAAGACAGGAAGAGCCTTA-3’ 
Seq20 : 5’-GTCTCAGCTGCCCAAGTAGC-3’ 
×30 cycle 
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＜シーケンス反応組成(1 本)＞          ＜反応サイクル＞ 
 Big Dye ver 1.1       0.5 µl      96 ℃   1 min 
  Dye Buffer           1.75 µl      96 ℃     10 sec 
  1.6 µM primer    1 µl      50 ℃         5 sec 
  Template (100 ng/µl)    1 µl      60 ℃         4 min  
  滅菌水               5.75 µl      15 ℃       ∞ 
            Total            10 µl 
 
(2) Puromycin 耐性遺伝子のサブクローニング 
(1)で作製したプラスミドに対して、Puromycin 耐性遺伝子をターゲティングアー
ム内にサブクローニングした。AAVS1 領域標的ターゲティングベクター作製と同様
の手順で行った。 
＜用いたプライマー＞ 
・インフュージョン 
  インサート FW :5’-GAGAGCACCAGCTCCGGTGTGGAAAGTCCCCAGGC -3’ 
インサート RV : 5’-GCTTTTGGTTTCAAGGCAGTGAAAAAAATGCTTTA -3’ 
ベクター線状化 FW : 5’-CTTGAAACCAAAAGCCAAG -3’ 
ベクター線状化 RV : 5’-TTGTGGAGCTGGTGCTCTC -3’ 
   ・シーケンス 
Seq21 : 5’-GTCACCGAGCTGCAAGAACT-3’ 
Seq22 : 5’-CCGCCTTCCTGGAGACCT-3’ 
Seq23 : 5’-CCTGAAACATAAAATGAATGCAA-3’ 
 
(3) CMV-MCS-PolyA のサブクローニング 
(2)で作製したプラスミドに対して、CMV-MCS-PolyA カセットをターゲティング
アーム内にサブクローニングした。AAVS1 領域標的ターゲティングベクター作製と
同様の手順で行った。 
＜用いたプライマー＞ 
・インフュージョン 
  インサート FW :5’-CAAGGTAATCTGCCATCAATATTGGCCATTAGCCA -3’ 
   インサート RV : 5’-ACTTTTGGAGGACTGTACCACATTTGTAGAGGTTT -3’ 
    ベクター線状化 FW : 5’-CAGTCCTCCAAAAGTCAATGC -3’ 
      ベクター線状化 RV : 5’-TGGCAGATTACCTTGGCTTT -3’ 
 
 
×40 cycle 
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・シーケンス 
Seq24 : 5’-CTCCTCCTTCCTAGTCTCCT-3’ 
Seq25 : 5’-TTTACGGTAAACTGCCCACT-3’ 
Seq26 : 5’-TACGGTGGGAGGTCTATATA-3’ 
Seq27 : 5’-GAGAGATGGCTCCAGGAAAT-3’ 
 
(4) EGFP のサブクローニング 
(3)で作製したプラスミドに対して、MCS に EGFP を挿入した。AAVS1 領域標的ターゲ
ティングベクター作製と同様の手順で行った。 
 
2-7. ゲノム遺伝子改変 (相同組換えを利用した変異導入) 
HEK293T 細胞に、作製した TALEN 発現ベクター及びマーカー遺伝子を組み込ん
だターゲティングベクターを導入し、遺伝子改変細胞を効率よく選別することで、
Patched1 遺伝子欠損細胞株の樹立を試みた。 
 
(1) エレクトロポレーション、コロニーピックアップ 
 ・導入した TALEN exon 14-2 
スーパーエレクトロポレーター NEPA21を用いてTALEN発現ベクターを各2.5 µg、
ターゲティングベクターを 10 µg、HEK293T 細胞にトランスフェクトし、72 時間培養
した。培養後、ピューロマイシンを終濃度 2.0 µg/ml となるよう添加し、細胞コロニー
が出現するまでセレクションを行った。その後、出現したコロニーを P-200 のピペット
マンでピックアップし、6-ウェルプレートに移し、培養した後 80％コンフルエントにな
るまで培養した。 
 エレクトロポレーションはネッパジーン株式会社のプロトコルに沿って行った。エレ
クトロポレーション条件は以下の通り。 
Poring Pulse 
    
電圧 (V) 
パルス幅 
(ms) 
パルス間隔 
(ms) 
回数 
減衰率 
(％) 
極性 
150 2.5 50 2 10 ＋ 
Transfer Pulse 
    
電圧 (V) 
パルス幅 
(ms) 
パルス間隔 
(ms) 
回数 
減衰率 
(％) 
極性 
20 50 50 5 40  ＋/－  
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(2) ゲノム抽出 genomic PCR による変異細胞のスクリーニング 
培養した各細胞クローンを 2 mlのD-MEMに懸濁し、そのうち 500 µlを回収した。
回収した細胞懸濁液からゲノムを抽出し、25 ng/µl となるように濃度を調整した。調
製したゲノムを用いて、変異細胞をスクリーニングするために genomic PCR 及びシ
ーケンスを行った。 
 
＜用いたプライマー＞ 
 exon14 
Forward : 5’- AGGCCCAGAAACAGTCAAGA-3’  
Reverse : 5’- CCTTGTTTTCACCACCACACT-3’ 
 
＜PCR 条件 (1 本)＞            ＜PCR サイクル＞ 
  2× Buffer             6.25 μl  94 ℃   2 min 
    dNTPs (2 mM)   2.5 μl  98 ℃  10 sec 
    Template (25 ng/µ l)      0.25 μl  60 ℃  30 sec 
    Primer FW (10 µ M)        0.375 μl  68 ℃      30 sec/kbp 
           RV (10 µ M)        0.375 μl  68 ℃   3 min 
KOD FX neo (1 U/µl)         0.05 μl  15 ℃    ∞ 
    MilliQ  up to   12.5 μl  
  
   PCR 産物を 1.0%アガロースゲル (0.5×TBE)で電気泳動した。 
 
 
3. 結果 
3-1. 標的配列の選定 
  Patched1 exon 領域において 7 か所、AAVS1 領域において 2 か所、合計 9 か所を標的
配列に設定した。 
 
   Patched1 exon1 領域 
exon1 標的配列 
1 5’-GGAGGCGGGAGGCGCAGacggacgggggggctGCGCCGTGCTGCCGCGCCGG-3’ 
2 5’-GGAGGCGGGAGGCGCAGACGgacgggggggctgcgCCGTGCTGCCGCGCCGG-3’ 
 
 
 
×35 cycle 
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  Patched1 exon2 領域  
exon2 標的配列 
1 5’-GCGGCAAGTTCTTGGTTgtgggcctcctcataTTTGGGGCCTTCGCGGTGGG-3’ 
2 5’-GCGGCAAGTTCTTGGTTGTgggcctcctcatattTGGGGCCTTCGCGGTGGG-3’ 
3 5’-GTTACATTCAAAAAAACTgcggcaagttcttggTTGTGGGCCTCCTCAT-3’ 
※exon3 ~13 領域では候補となる標的配列を発見することが出来なかった。 
Patched1 exon14 領域 
exon14 標的配列 
1 5’-CCGACTCCAGCCTCCACtgcctcgagccccccTGTACGAAGTGGAC-3’ 
2 5’-CTCCGACTCCAGCCTCCACtgcctcgagccccccTGTACGAAGTGGAC-3’ 
 
AAVS1 領域 
AAVS1 標的配列 
1 5’-GGTTCTGGGTACTTTTAtctgtcccctccaccCCACAGTGGGGCCACTAGGG-3’ 
2 5’-CCCCTCCACCCCACAGTggggccactagggacAGGATTGGTGACAGAAA-3’ 
 
3-2. SSA アッセイ結果 
  活性の有無の評価は、広島大学の山本研究室から恵与された HPRT1 標的 TALEN コン
ストラクトの切断活性をポジティブコントロールとし、作製したコンストラクトの活性
を比較することにより行った。 
SSA アッセイの結果、Patched1 exon 領域では exon14 で 2 ペア、AAVS1 領域で 1 ペ
ア、有効な切断活性を示す TALEN コンストラクトを作製することに成功した (Figure.  
1-4)。 
 
3-3. ゲノム遺伝子改変 (相同組換えを利用した変異導入) 
Patched1 exon14-2 TALEN コンストラクト、ターゲティングベクターを用いてゲノム
遺伝子改変を行い、genomic PCR 及びアガロースゲル電気泳動を行った。その結果、マ
ーカー遺伝子が挿入されたとみられるバンドは検出されなかった (Figure. 5)。 
 
4. 考察 
本研究において私は、新規 Shh 経路の解析を目的として Patched1 遺伝子、並びにヒト
培養細胞において任意の遺伝子を安定的に発現させることを目的としてAAVS1領域を標的
に設定し、TALEN コンストラクトを作製した。作製後、切断活性を評価する SSA アッセ
イを行った結果、Patched1 遺伝子の exon14、AAVS1 領域でそれぞれ 2 種類のコンストラ
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クトに活性が認められた (Figure. 1-4)。次に、高い切断活性が得られたコンストラクトを
利用して、ゲノム遺伝子改変を試みた。しかし、genomic PCR による変異細胞のスクリー
ニングの結果、遺伝子改変が成功した細胞株を得ることはできなかった (Figure. 5)。 
遺伝子改変が成功しなかった理由として、標的として設定した生物種や遺伝子によって
TALEN の切断活性に著しい差異が生じてしまうことが考えられる。切断活性の不安定性に
関しては、その原因も含めて未だ体系的な理解は完全にはなされていない。しかし、ゲノ
ム DNA に対する核内修飾についての見地と先行研究による経験則から、幾つかの原因と傾
向が示唆されている。 
切断活性に差異が生じる主要な原因として、2本鎖DNAが受ける核内修飾があげられる。
例えば、DNA のクロマチン構造やメチル化の形成である[20, 21]。TALEN が 2 本鎖 DNA
を切断し変異を導入するためには、塩基認識ドメインを介してゲノム上の認識配列と結合
する必要がある。そのため、認識配列周辺の DNA2 本鎖は、TALEN と結合できる様オー
プンクロマチン構造にならなくてはならない。しかし、クロマチン形成やメチル化によっ
て塩基配列が収納されてしまった場合、TALEN は標的配列に結合することができなくなり、
結果として切断活性は著しく低下すると考えられた。 
クロマチン形成などの DNA 修飾以外にも、作製した TALEN の設計によって切断活性は
大きく変化することが分かっている。例えばモジュール配列に NN と NI が多く含まれる場
合や、NN が３つ以上連続している場合は、高い活性を有する TALEN が得られにくい傾向
にある。特に、NN の認識特異性は他のモジュールと比較して低いことが知られており、G
塩基に加えて A 塩基も認識してしまうことが知られている[22]。実際に本研究においても、
SSA アッセイにより高い活性が得られたコンストラクトでは、NN と NI の数、また NN が
3 つ以上連続している配列が、活性の認められなかったコンストラクトと比較して少なかっ
た。 
TALEN の切断活性と設計、標的配列等の関係性については徐々に明らかにされ始め、そ
れに伴い TALEN 作製の手順に関して幾つかの改良がなされている。その結果、切断活性
や塩基認識の特異性の向上が認められている。例えば、塩基認識特異性の低い NN モジュ
ールの代わりに、より特異性の高い NH 及び NK モジュールが開発され、TALEN の切断
活性の向上に成功したことが報告されている[22]。また、TALEN の制限酵素活性ドメイン
である Fok I のアミノ酸配列に一部変異を導入することで、TALEN タンパク質が認識配列
以外の領域でホモダイマーを形成する確率を低下させ、結果としてオフターゲット効果を
低減させることにも成功している[23]。さらに、オリジナルの TALEN scaffold から N 末端・
C 末端ドメインを部分的に欠失させた「deletion scaffold」を利用することで、左右 TALEN
のモジュール数が異なり、かつスペーサー長が 15 bp である標的部位に対して、切断活性
が飛躍的に上昇することが報告されている[18]。加えて、広島大学の山本らは、2013 年に
Platinum TALEN という改良型 TALEN を利用した新しい手法を発表した。Platinum 
TALEN は、34 アミノ酸残基からなる塩基認識モジュールの 4 番目と 32 番目のアミノ酸残
43 
 
基を改変することによって、より高い切断活性を得た TALEN である[24]。現在 TALEN を
用いた遺伝子改変ではこのPlatinum TALENを利用した手法が非常に早い速度で普及して
いる。本研究において私は TALEN を用いた遺伝子改変に成功することができなかったが、
今後はPlatinum TALENを利用することで効率的に遺伝子改変を行うことができるのでは
ないかと考える。 
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Figure S10 TALEN の塩基認識ドメインとモジュール 
モジュールは 34 個のアミノ酸からなる。塩基の認識は、N 末端側から 12,13 番目のアミ
ノ酸配列により行われる。 
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Figure S11 TALEN 発現ベクターの作製 
モジュールを組み合わせて 6 モジュールを作製し、作製した 6 モジュールを 
さらに組み合わせることによって (Golden gate 法)、TALEN 発現ベクターは完成する。  
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Figure 1 SSA アッセイ結果 (Patched1 遺伝子 exon1) 
作製した TALEN コンストラクトについて、切断活性評価を行った。 
HPRT1 標的 TALEN の活性をポジティブコントロールとし、その活性を 100％とした。 
実験の結果、いずれのコンストラクトにおいても切断活性は認められなかった。 
TALEN     -     +     -     +     +     
1-1 1-2 HPRT1 
exon1 
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Figure 2 SSA アッセイ結果 (Patched1 遺伝子 exon2) 
作製した TALEN コンストラクトについて、切断活性評価を行った。 
HPRT1 標的 TALEN の活性をポジティブコントロールとし、その活性を 100％とした。 
実験の結果、いずれのコンストラクトにおいても切断活性は認められなかった。 
exon2 
TALEN     -     +     -     +     +     -     +     +   
2-1 2-2 2-3 HPRT1 
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Figure 3 SSA アッセイ結果 (Patched1 遺伝子 exon14) 
作製した TALEN コンストラクトについて、切断活性評価を行った。 
HPRT1 標的 TALEN の活性をポジティブコントロールとし、その活性を 100％とした。 
実験の結果、exon14-1、exon14-2 において高い切断活性が認められた。 
今後の実験では、より高い効率を示した exon14-2 のコンストラクトを用いた。 
-     +     -     +     +     
14-1 14-2 HPRT1 
TALEN     
exon14 
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Figure 4 SSA アッセイ結果 (AAVS1 領域) 
作製した TALEN コンストラクトについて、切断活性評価を行った。 
HPRT1 標的 TALEN の活性をポジティブコントロールとした。 
実験の結果、AAVS1-1 において高い切断活性が認められた。 
 
AAVS1 
-     +     -     +     +     
AAVS1-1 AAVS1-2 HPRT1 
TALEN     
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Figure 5 ゲノム遺伝子改変 (相同組換え修復を利用した変異導入) 
Patched1 exon14-2 コンストラクト及びターゲティングベクターを用いて変異導入を試
みた。8 個の細胞クローンからゲノムを抽出し、genomic PCR 及び電気泳動により変異の
検出を行った。 
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第２章 CRISPR/Cas9 を用いた遺伝子改変 
1. はじめに 
第１章で述べたように、私は TALEN 法を用いたゲノム遺伝子改変に成功することが出
来なかった。そこで、CRISPR/Cas9 法を用いたゲノム遺伝子改変に着目した。 
CRISPR/Cas9 法は、細菌の獲得免疫機構に由来したゲノム編集技術であり、塩基認識を
行うRNA分子gRNAと制限酵素活性を持つタンパク質Cas9によって構成される[11, 12]。
gRNA により標的配列へ誘導された Cas9 が DNA2 本鎖を切断することにより、ゲノム編
集は行われる。本法は標的配列を認識する gRNA 発現ベクターを作製し、Cas9 発現ベクタ
ーと共に細胞内に導入するだけで迅速、簡便にゲノム編集を行うことができるため、
TALEN に代わる次世代遺伝子改変技術として期待されている。そこで私は、CRISPR/Cas9
を用いてヒト培養細胞にゲノム遺伝子改変を導入することを目指して実験を行った。 
 
2. 実験方法 
2-1. gRNA の設計 
   Patched1 遺伝子の exon1、exon2、exon14 領域及び AAVS1 領域を標的に設定し、Dr. 
F. Zhang が提供している CRISPR Design Tool  
(http://www.genome-engineering.org/crispr/?page_id=41)を利用して gRNA の設計を行っ
た。候補として表示された標的配列は、配列の特異性の高さを「score」としてランク付け
される。したがって、score の高い配列上位２つを標的配列として選択した。 
 2-2. gRNA 発現ベクターの作製 
(1) 合成オリゴの設計、注文 
  設計した gRNA 5’- NNNNN NNNNN NNNNN NNNNN NGG -3’のうちの 19bp (下
線の配列)を含めた 25bp の合成オリゴを eurofin genomics 社で注文した。 
       sense: 5’- caccgNNNNNNNNNNNNNNNNNNNg -3’ 
      antisense: 5’- aaaacNNNNNNNNNNNNNNNNNNNc -3’ 
 
(2) 合成オリゴのアリーニング・ライゲーション・精製 
 上項で設計した合成オリゴを、以下の条件、組成でアリーリングさせた。 
＜反応液組成＞       ＜アニーリングサイクル＞  
10×SSA annealing buffer  8 µl      95℃   2 min 
50 µM sense oligo    (5 µM) 1 µl  25℃まで下げていく    1℃/min 
50 µM antisense oligo (5 µM) 1 µl  25℃      ∞ 
合計            10 µl   
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アニーリング後、合成オリゴを制限酵素 Bsa I によって線状化させたベクターへ挿入
した。以下の組成により 16 ℃、30 分間インキュベートした。ベクターは Church らが
作製した U6 target gRNA expression vector を、所属研究室の横田が制限酵素 Bsa I に
よって合成オリゴを挿入できるように改変したものを用いた。 
 
ベクター  0.6 µl 
合成オリゴヌクレオチド 1.4 µl 
Ligation High ver.2 1.0 µl 
Total   3.0 µl 
 
反応後、反応液 3.0 µl を 50 µl のコンピテントセル DH5に加え、氷上で 30 分間静
置した。トランスフォーメーション後、1.5 ml の LB (-)液体培地に DH5αを全量加え、
37 ℃で 1 時間振盪培養した。培養後、LB (+50 µg/ml Kan) 寒天培地に液体培地を 400 
µl 撒き、37 ℃で 16 時間培養した。 
 
(3) インサートチェック、配列解析 
 ・インサートチェック 
培養後、生じたコロニーをピックアップし、コロニーダイレクト PCR によるインサ
ートチェックを行った。PCR 条件は「3-3. インサートチェック」と同じ組成、条件で
行った。 
 ＜用いたプライマー＞ 
Forward : 5’- GAGGGCCTATTTCCCATGAT -3’  
Reverse : 5’- CGGTGCCACTTTTTCAAGTT -3’ 
 
・シーケンス 
   インサートチェックで検出されたバンドを切り出したゲルをエッペンドルフチュー
ブに回収し、－30 ℃で 15 分間冷却してゲルを凍結させた。凍結後、常温に戻してゲル
を解凍し、15,000 rpm で１分間遠心した。遠心後、ゲルから染み出した液体を鋳型にし
て配列を解析した。シーケンス反応は下記の条件、組成で行った。 
＜用いたプライマー＞  
Forward : 5’- GAGGGCCTATTTCCCATGAT -3’  
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＜シーケンス反応組成(1 本)＞       ＜反応サイクル＞ 
 Big Dye ver 1.1       0.5 µl  96 ℃       1 min 
  Dye Buffer           1.75 µl  96 ℃     10 sec 
  1.6 µM primer   0.1 µl  50 ℃         5 sec 
  Template    5 µl  60 ℃         4 min  
  滅菌水               1.75 µl     15 ℃       ∞ 
  Total            10 µl 
 
反応後、反応液に対してエタノール沈殿を行い、HiDi フォルムアミドに溶解させて
からシーケンスを行った。インサートの挿入が確認されたコロニーを、50 µg/ml の Kan
を含んだ LB 液体培地 3 ml に植菌し、37 ℃で 16 時間培養した。培養後、QIAprep Spin 
Miniprep Kit を用いてプラスミドを精製し、濃度が 150 ng/µl になるように調整した。 
 
2-3. SSA プラスミドの作製 
TALEN の章と同様に行った。 
 
2-4. HEK293T 細胞の培養 
   「第 1 章 TALEN を用いた遺伝子改変 2-5. HEK293T 細胞の培養」と同様の方法で
行った。 
 
2-5. 切断活性評価 (SSA アッセイ) 
作製した gRNA と Cas9 の切断活性評価を行うために、SSA アッセイを行った。 
 
(3) HEK293T 細胞へのトランスフェクション 
作製した gRNA 発現ベクターと Cas9 発現ベクター、SSA プラスミドを HEK293T 細
胞にトランスフェクションした。また、ポジティブコントロールに TALEN (HPRT1)を
用いた。プレートは 96 ウェルを使用した。プラスミド溶液は以下の組成で調製した。 
 
＜プラスミド溶液組成/ウェル＞ 
   【ネガティブコントロール (NC)】 
       SSA プラスミド (HPRT1) (150 ng/µl)   1 µl 
pRv-SSA CMV  (30 ng/µl)     1 µl 
milliQ        4 µl 
Total        6 µl 
 
 
×40 cycles 
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     【ポジティブコントロール (PC)】 
TALEN L (HPRT1-NC) (300 ng/µl)     1 µl 
TALEN R (HPRT1-NC) (300 ng/µl)     1 µl 
SSA プラスミド (HPRT1) (150 ng/µl)  1 µl 
pRv-SSA CMV  (30 ng/µl)     1 µl 
milliQ        2 µl 
Total        6 µl 
 
【CRISPR/Cas9】 
 Cas9 (100 ng/µl)       1 µl 
 gRNA (150 ng/µl)       1 µl 
SSA プラスミド (HPRT1) (150 ng/µl)  1 µl 
pRv-SSA CMV  (30 ng/µl)     1 µl 
milliQ        2 µl 
Total        6 µl 
 
 
Opti-MEM を各ウェル l に 25 µl ずつ分注し、上記の調製したプラスミド溶液を 4 µl
ずつウェルに分注した。次に、Lipofectamine LTX を 1 ウェルあたり 0.7 µl 含むように
Opti-MEM を用いて希釈したものを、 25 µl ずつ分注し、30 分間インキュベートした。
インキュベート中に、10 cm ディッシュの HEK293T 細胞の懸濁液を用意した。細胞懸
濁液の細胞密度は 6×105/ml となるように調整した。インキュベート後のプレートに細
胞懸濁液を 100 µl ずつ各ウェルに分注し、37 ℃で 24 時間培養した。 
 
(4) ルシフェラーゼアッセイ 
  24 時間培養したプレートから、各ウェル 75 µl ずつ培地の上清を除いた後、Dual-Glo 
Luciferase Assay System (Promega)を用いてキットのプロトコルに従って実験を行っ
た。 
 
2-6. ターゲティングベクターの作製 
Patched1 exon14 及び AAVS1 領域を標的としたターゲティングベクターは、TALEN
を使用した実験と同じコンストラクトを用いた。 
Patched1 exon1 を標的としたターゲティングベクターは、上記の Patched1 exon14
標的ターゲティングベクターのターゲティングアームをインフュージョンにより exon1
標的用ターゲティングアームに置換することで作製した。 
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＜PCR 条件 (1 本)＞            ＜PCR サイクル＞ 
  2× Buffer             6.25 μl  94 ℃   2 min 
    dNTPs (2 mM)   2.5 μl  98 ℃  10 sec 
    Template (25 ng/µl)      0.25 μl  60 ℃  30 sec 
    Primer FW (10 µM)        0.375 μl  68 ℃      30 sec/kbp 
           RV (10 µM)        0.375 μl  68 ℃   3 min 
KOD FX neo (1 U/µl)         0.05 μl  15 ℃    ∞ 
    MilliQ  up to   12.5 μl  
 
＜用いたプライマー＞ 
 Left arm 
  インサート FW :5’-TCACTATAGGGCGAAGCACACACTGGGTTGCCTA -3’ 
   インサート RV : 5’-GGGACTTTCCACACCGCTCCGGTTGACAGACCA -3’ 
    ベクター線状化 FW : 5’-GGTGTGGAAAGTCCCCAGGC -3’ 
      ベクター線状化 RV : 5’-TTCGCCCTATAGTGAGTCGT-3’ 
 
Right arm 
  インサート FW :5’-TCTACAAATGTGGTAGCAGATTTCCAAGGTGCATT-3’ 
   インサート RV : 5’-AAAGGGAACAAAAGCCCAGCTGCAACTTACGACAA -3’ 
    ベクター線状化 FW : 5’-GCTTTTGTTCCCTTTAGTGAGG -3’ 
      ベクター線状化 RV : 5’-CTGTACCACATTTGTAGAGGT-3’ 
 
 PCR 産物を 1.0%アガロースゲル (0.5×TBE)で電気泳動し、検出されたバンドをゲ
ル抽出により精製した。精製した PCR 産物を用いて、インフュージョン反応によりサ
ブクローニングを行った。 
 
反応後、反応液 1.5 µl を 50 µl のコンピテントセル DH5に加え、氷上で 30 分間静
置した。その後、LB (+Amp) 寒天培地に DH5を全量撒き、37 ℃で 16 時間培養し、
AAVS1 領域標的ターゲティングベクター作製と同様の方法でインサートチェック、シ
ーケンスを行った。 
 
＜用いたプライマー＞ 
 Left arm 
  インサートチェック 
Forward : 5’- GTAAAACGACGGCCAGT-3’ 
Reverse : 5’-CGGGACTATGGTTGCTGACT-3’ 
    
×35 cycle 
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シーケンス 
Seq28 : 5’- CACACACACAGAGCGGAGTC-3’ 
    Seq29 : 5’- GCTGGCTCTTTCTGCAGTG -3’ 
 
Right arm 
  インサートチェック 
Forward :5’- ATCCGCCACAACATCGAGGA-3’ 
      Reverse : 5’-GGAAACAGCTATGACCATG-3’ 
    シーケンス 
Seq30 : 5’-GGTGTGGAAAGTCCCCAGGC -3’ 
         Seq31 : 5’-AAGAAATGTGGCAGCCGTAC-3’ 
   Seq32 : 5’-CCCCATTTGTCTGCTGCTTT-3’ 
 
 
2-7. CRISPR/Cas9 を用いたゲノム遺伝子改変 (非相同末端結合を利用した
変異導入) 
   Patched1 遺伝子欠損細胞株の樹立を目指し、CRISPR/Cas9 を用いて非相同末端結合
を介した遺伝子改変を試みた。作製した gRNA 及び Cas9 を細胞内に繰り返し導入する
ことで遺伝子改変の効率向上を試みた後、個々の細胞クローンを単離し、ゲノムを解析す
ることで変異の有無を確認した。 
 
(1) トランスフェクション、コロニーピックアップ 
    ・導入した gRNA exon 1-2 
3.5 cm dish に HEK293T 細胞を 6×105 個播種し、24 時間後に 500µl の無血清
opti-MEM に gRNA 発現ベクターを 500 ng、Cas9 発現ベクターを 3.0 µg、 
Lipofectamine 2000 を 7 µl 混合し、20 分間静置した後、細胞にトランスフェクトし
た。トランスフェクションの翌日、トリプシン処理により細胞を剥がした後、10 cm 
dish に細胞を移した。トランスフェクションから 72 時間後、細胞をトリプシン処理
により剥がし、3.5 cm dish に 6×105個播種した後、上記の方法で再びトランスフェ
クションを行った。トランスフェクションを合計 3 回行った後、10 cm シャーレにお
いて 80%コンフルエント (目視)になるまで培養した。培養後、細胞を 10 ml の
D-MEM に懸濁した。懸濁した液を 10 倍希釈し、そのうち 10 µl を 10 cm シャーレ
に播き、細胞コロニーを得る為に 9 日間培養した。培養後、出現したコロニーを P-200
ピペットマンでピックアップし、6-ウェル プレートまでエクスパンドした後、80%
コンフルエントになるまで培養した。 
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(2) ゲノム抽出、genomic PCR による変異細胞のスクリーニング 
培養した各細胞クローンを2 mlのD-MEMに懸濁し、そのうち500 µlを回収した。
回収した細胞懸濁液からゲノムを抽出し、25 ng/µl となるように濃度を調整した。調
製したゲノムを用いて、変異細胞をスクリーニングするために genomic PCR 及びシ
ーケンスを行った。 
＜用いたプライマー＞ 
   exon1-2 
Forward : 5’- AGCGGCTGGTCTGTCAAC-3’  
Reverse : 5’- GGCCGGTGCAGATAGTCC-3’ 
 
＜PCR 条件 (1 本)＞            ＜PCR サイクル＞ 
  2× Buffer             6.25 μl  94 ℃   2 min 
    dNTPs (2 mM)   2.5 μl  98 ℃  10 sec 
    Template (25 ng/µl)      0.25 μl  60 ℃  30 sec 
    Primer FW (10 µM)        0.375 μl  68 ℃      30 sec/kbp 
           RV (10 µM)        0.375 μl  68 ℃   3 min 
KOD FX neo (1 U/µl)         0.05 μl  15 ℃    ∞ 
    MilliQ  up to   12.5 μl  
   PCR 産物を 1.5%アガロースゲル (0.5×TBE)で電気泳動した。 
 
 シーケンス方法、組成及び条件 
「2-2. gRNA 発現ベクターの作製 (3)インサートチェック、配列解析」の手順と同様に
行った。 
 
＜用いたプライマー＞ 
   exon1-2 
Forward : 5’- AGCGGCTGGTCTGTCAAC-3’  
 
2-8. CRISPR/Cas9 を用いたゲノム遺伝子改変 (相同組換えを利用した変異
導入) 
HEK293T 細胞に、作製した gRNA、Cas9 及びマーカー遺伝子を組み込んだターゲテ
ィングベクターを導入し、遺伝子改変細胞を効率よく選別することで、Patched1 遺伝子
欠損細胞株の樹立を試みた。 
 
 
×35 cycle 
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(1) トランスフェクション、コロニーピックアップ 
 ・導入した gRNA exon 1-2、exon 14-1、AAVS1-1 
3.5 cm dish に HEK293T 細胞を 6×105 個播種し、24 時間後に 500µl の無血清
opti-MEM に gRNA 発現ベクター500 ng、Cas9 発現ベクター3.0 µg、 ターゲティン
グベクターを 500 ng、Lipofectamine 2000 を 8 µl 混合し、20 分間静置した後、
HEK293T 細胞にトランスフェクトした。トランスフェクションの翌日、トリプシン
処理により細胞を剥がした後、10 cm dish に細胞を移した。トランスフェクションか
ら 72 時間培養した後、ピューロマイシンを終濃度 2.0 µg/ml となるよう添加し、細
胞コロニーが出現するまでセレクションを行った。その後、出現したコロニーをP-200
ピペットマンでピックアップし、6-ウェルプレートまでスケールアップした後、80％
コンフルエントになるまで培養した。 
 
(2) ゲノム抽出 genomic PCR による変異細胞のスクリーニング 
培養した各細胞クローンを 2 mlのD-MEMに懸濁し、そのうち 500 µlを回収した。
回収した細胞懸濁液からゲノムを抽出し、25 ng/µl となるように濃度を調整した。調
製したゲノムを用いて、変異細胞をスクリーニングするために genomic PCR 及びシ
ーケンスを行った。 
 
＜用いたプライマー＞ 
  exon1-2 
Forward : 5’-TATTGCATGCGAGAAGGTTG-3’  
Reverse : 5’- CCGCCGAGAATGGTAGTAAG-3’ 
 
exon14-1 
Forward : 5’- AGGCCCAGAAACAGTCAAGA-3’  
Reverse : 5’- CCTTGTTTTCACCACCACACT-3’ 
 
＜PCR 条件 (1 本)＞            ＜PCR サイクル＞ 
  2× Buffer             6.25 μl  94 ℃   2 min 
    dNTPs (2 mM)   2.5 μl  98 ℃  10 sec 
    Template (25 ng/µl)      0.25 μl  60 ℃  30 sec 
    Primer FW (10 µM)        0.375 μl  68 ℃      30 sec/kbp 
           RV (10 µM)        0.375 μl  68 ℃   3 min 
KOD FX neo (1 U/µl)         0.05 μl  15 ℃    ∞ 
    MilliQ  up to   12.5 μl  
   PCR 産物を 1.0%アガロースゲル (0.5×TBE)で電気泳動した。 
×35 cycle 
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3. 結果 
 3-1. 標的配列の選定 
   Patched1 exon 領域において 6 か所、AAVS1 領域において 2 か所、合計 8 か所を標的
配列に設定した。 
    
Patched1 exon 領域 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  AAVS1 領域 
 
 
 
 
 
   
3-2. SSA アッセイ 
TALEN と同様に、HPRT1 標的 TALEN コンストラクトの切断活性をポジティブコン
トロールとし、活性の有無の評価をおこなった。その結果、Patched1 exon 領域では exon1、
exon14 を標的とするコンストラクトにおいて高い切断活性が検出された。同様に、
AAVS1 領域を標的とした２つのコンストラクトにおいても、両者において高い切断活性
が検出された (Figure 5-6)。その後のゲノム遺伝子改変においては、各々の領域において
より高い活性を示した以下のコンストラクトを用いて実験を行った。 
Patched1 exon 領域 → exon1-2、exon14-1 
AAVS1 領域 → AAVS1-1 
exon1 標的配列 score 
1-1 5’-CAGATAGTCCCGGTCCGGCGCGG-3’ 97 
1-2 5’-CTCGGCGGCGTTACCAGCCGAGG-3’ 93 
exon14 標的配列 score 
14-1 5’-TCGAGCCCCCCTGTACGAAGTGG-3’ 94 
14-2 5’-ACTTCGTACAGGGGGGCTCGAGG-3’ 90 
exon2 標的配列 score 
2-1 5’-TGCTTTTAATCCCACCGCGAAGG-3’ 96 
2-2 5’-ATATTTGGGGCCTTCGCGGTGGG-3’ 95 
AAVS1 標的配列  score 
1 5’-GTCACCAATCCTGTCCCTAGTGG-3’  77 
2 5’-ACCCCACAGTGGGGCCACTAGGG-3’  76 
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3-3. ゲノム遺伝子改変 (非相同末端結合を利用した変異導入) 
Patched1 exon1-2 を標的とする CRISPR/Cas9 コンストラクトを用いてゲノム遺伝子
改変を行い、genomic PCR 及びアガロースゲル電気泳動を行った。その結果、ピックア
ップした 10 個の細胞クローンのうち、No.2、No.5、No.7、No.9 のクローンにおいて変
異が導入されているとみられるバンドが検出された(Figure. 8-A)。また、検出されたこれ
らのバンドを Template として配列解析を行った結果、No.7、No.9 では野生型の塩基配
列が検出されなかった (Figure. 8-B)。特に、No.9 ではフレームシフト型の塩基欠失型変
異が挿入されていることが分かった (Figure. 8-B)。 
 
3-4. ゲノム遺伝子改変 (相同組換えを利用した変異導入) 
 Patched1 exon1-2、exon14-1 及び AAVS1 を標的とする CRISPR/Cas9 コンストラク
ト、ターゲティングベクターを用いて、3.5 cm dish に 6×105個播種した HEK293T 細
胞に対してゲノム遺伝子改変を試みた。セレクション後に得られた細胞株に対し、
genomic PCR、電気泳動により標的遺伝子座を確認した。その結果、exon1-2 標的 gRNA
を導入した実験では、No.8 では 2 つの対立遺伝子座に、No.12 では１つの対立遺伝子座
にマーカー遺伝子が挿入されたとみられるバンドが検出された (Figure. 9-A)。また、
No.12 の野生型と同じ大きさの増幅産物について配列解析を行ったところ、1 塩基欠失の
変異が検出された (Figure.9-B)。exon14-1 標的 gRNA を導入した実験では、No. 4、No. 
5 では 2 つの対立遺伝子座に、No.6 では 1 つの対立遺伝子座にマーカー遺伝子が挿入さ
れたとみられるバンドが検出された。また、No.4、No.5 の細胞株では野生型の遺伝子座
とみられるバンドは検出されなかった(Figure. 10)。AAVS1 領域標的 gRNA を導入した
実験では、得られたコロニーは一つだけだったが、2 つの対立遺伝子座にマーカー遺伝子
が挿入されていた (Fig. 11)。 
 
4. 考察 
本研究において私は、TALEN と同様に Patched1 遺伝子並びに AAVS1 領域を標的に設
定し、CRISPR/Cas9 コンストラクトを作製した。作製後、切断活性を評価する SSA アッ
セイを行った結果、Patched1 遺伝子の exon1 並びに exon14、AAVS1 領域でそれぞれ 2 種
類のコンストラクトに活性が認められた (Figure. 6-7)。続いて、高い切断活性が得られた
コンストラクトを利用して、ゲノム遺伝子改変を試みた。その結果、上記のいずれの領域
においても、2 つの対立遺伝子座に変異が導入された細胞株を得られた (Figure. 8-11)。 
CRISPR/Cas9 法は、TALEN 法を含めた従来のゲノム編集技術と比較して、発現ベクタ
ーの作製が簡便であり、また高い切断活性効率を有することから、TALEN 法に代わる次世
代ゲノム編集技術である[25]。実際に、本研究の結果を両者で比較しても、切断活性の違い
は顕著である。SSA アッセイのデータに注目すると、TALEN は 9 ペアのコンストラクト
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を作製し、有効な切断活性が得られたのは 3 ペアのみであった。一方、CRISPR/Cas9 では
作製した 8 つのコンストラクトのうち 6 つが高い切断活性効率を示した。またポジティブ
コントロールとして用いたHPRT1標的TALENが示す活性と比較しても高い活性を持つこ
とが確認された。さらに、実際に遺伝子改変を試みた結果、TALEN 法では遺伝子改変細胞
株を得ることができなかったが、CRISPR/Cas9 法では改変細胞株を複数ライン得ることに
成功した。 
しかし、TALEN 法と比較して認識する塩基の長さが短いため、標的配列以外の箇所を切
断するオフターゲット効果が高いことも報告されている[25]。CRISPR/Cas9 法は発表され
てから日が浅いため、オフターゲット効果について体系的な理解は未だ完全になされてい
ない。ヒト癌細胞など株化細胞においては高効率でオフターゲット効果が生じるというこ
とが報告されている[26]。したがって、本法を用いた遺伝子改変ではオフターゲット効果の
可能性を常に考慮すべきである。したがって、1.本研究で用いた CRISPR design tool は、
オフターゲットサイトを予測する機能もあるので、予測されたオフターゲットサイトに対
して塩基配列の確認を行う。2.ノックアウトされた遺伝子をレスキューすることで、野生型
と同じ表現型が得られるかを確認する。3.複数の変異細胞ラインを作製し、それぞれの細胞
ラインで実験を行い、同じ結果が得られるか確認する。以上の対策を行うことによって、
CRISPR/Cas9 によるオフターゲット効果の可能性を極力排除することができると考えら
れる。 
また、CRISPR/Cas9 法自体を改良することで、オフターゲット効果を回避する試みも行
われている。例えば、変異を導入し 1 本鎖 DNA 切断型酵素として働く Cas9 nickcase を利
用したダブルニッキング法[27, 28]や、Fok I-dCas9 融合タンパク質法[29, 30]、gRNA の塩
基認識配列長を短縮することで、1 塩基あたりのミスマッチの影響を大きくし、オフターゲ
ット効果を低減させる短縮型 gRNA[31]法である。また、発現ベクターではなく RNA 分子
及びタンパク質の形で細胞へ導入することで、DNA2 本鎖切断活性の持続時間を短縮し、
オフターゲット効果を低減させる方法も報告されている。今後はこれらの手法を取り入れ
ることも検討すべきである。 
本研究によって得られた変異細胞株はHEK293T細胞に遺伝子改変を行ったものである。
Genomic PCR やシーケンスによる変異細胞のスクリーニングの結果から、2 つ以上の対立
遺伝子の存在は、確認されなかった。しかし、HEK293T 細胞は株化細胞であるため、
Patched1 遺伝子座の倍数性が保たれていない可能性がある。したがって、ウエスタンブロ
ッティングや質量分析を利用したタンパク質レベルでのノックアウト成否の確認が必須で
ある。さらに、今回確立した手法を用いて、C3H10T1/2 などの Shh シグナル応答による細
胞分化が確認されている幹細胞系列の細胞株に対し Patched1 遺伝子の改変を行うことに
より、ICD7 の機能解析を進めていくことが必要である。 
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Figure 6  Patched1 遺伝子 exon 領域に対する CRISPR/Cas9 を用
いた SSA アッセイ 
作製した CISPR/Cas9 コンストラクトについて、切断活性評価を行った。 
HPRT1 標的 TALEN の活性をポジティブコントロールとし、その活性を 100％とした。 
実験の結果、exon1-1、exon1-2、exon14-1、exon14-2 において高い切断活性が認められた。
今後の実験では、より高い効率を示した exon1-2、exon14-1 のコンストラクトを用いた。 
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Figure 7  AAVS1 領域に対する CRISPR/Cas9 を用いた SSA アッ
セイ 
作製した CISPR/Cas9 コンストラクトについて、切断活性評価を行った。 
HPRT1 標的 TALEN の活性をポジティブコントロールとし、その活性を 100％とした。。 
実験の結果、AAVS1-1、AAVS1-2 において高い切断活性が認められた。今後の実験では、
より高い効率を示した AAVS1-1 のコンストラクトを用いた。 
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Figure 8 ゲノム遺伝子改変 (非相同末端結合を利用した変異導入) 
Patched1 exon1-2 コンストラクトを用いて変異導入を試みた。 
(A) 得られた 10 個の細胞クローンからゲノムを抽出し、genomic PCR 及び電気泳動により
変異の検出を行った。 
(B) 変異導入とみられるバンドをテンプレートにしてシーケンスを行い、塩基配列の確認を
行った。 
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Figure 9 ゲノム遺伝子改変 (相同組換え修復を利用した変異導入) 
Patched1 exon1-2 コンストラクト及びターゲティングベクターを用いて変異導入を試み
た。 
(A) 得られた 13 個の細胞クローンからゲノムを抽出し、genomic PCR 及び電気泳動により
変異の検出を行った。 
(B) 細胞株 No. 12 において、野生型遺伝子座とみられるバンドをテンプレートにしてシー
ケンスを行い、塩基配列の確認を行った。 
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Figure 10 ゲノム遺伝子改変 (相同組換え修復を利用した変異導
入) 
Patched1 exon14-1 コンストラクト及びターゲティングベクターを用いて変異導入を試み
た。得られた 6 個の細胞クローンからゲノムを抽出し、genomic PCR 及び電気泳動により
変異の検出を行った。 
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Figure 11 ゲノム遺伝子改変 (相同組換え修復を利用した変異導入) 
AAVS1-1 コンストラクト及びターゲティングベクターを用いて変異導入を試みた。得ら
れた 1 個の細胞クローンからゲノムを抽出し、genomic PCR 及び電気泳動により変異の検
出を行った。 
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結語 
 
本研究の成果を以下に示す。 
 
1. Patched1 exon領域並びにAAVS1領域を標的とする、TALEN発現ベクター及び gRNA
発現ベクターを作製した。 
2. 作製した TALEN コンストラクト及び CRISPR/Cas9 コンストラクトは SSA アッセイ
により高い切断活性を示した。 
3. CRISPR/Cas9 法を用いたゲノム編集により、Patched1 遺伝子ノックアウトに成功した。
また、AAVS1 領域への外来遺伝子導入にも成功した。 
  
69 
 
参考文献 
 
 [1] Hanahan D. (1983). Studies on transformation of Escherichia coli with plasmids. J. 
Mol. Biol., 4:557-80. 
 [2] Ingham PW, McMahon AP. (2001). Hedgehog signaling in animal development: 
paradigms and principles. Genes Dev. , 15: 3059-3087.  
[3] Hooper PW, Scott MP. (1989). The Drosophila patched gene encodes a putative 
membrane protein required for segmental patterning. Cell, 59:751-65. 
[4] Nakano Y, Guerrero I, Hidalgo A, Taylor A, Whittle JR, Ingham PW. (1989). A 
protein with several possible membrane-spanning domains encoded by the 
Drosophila segment polarity gene patched. Nature, 341:508-513. 
[5] Goodrich LV, Johnson RL, Milenkovic L, McMahon JA, Scott MP. (1996). 
Conservation of the hedgehog/patched signaling pathway from flies to mice: 
induction of a mouse patched genes by Hedgehog. Genes Dev., 10:301-12. 
 [6] Kagawa H, Shino Y, Kobayashi D, Demizu S, Shimada M, Ariga H, Kawahara H. 
(2011). A novel signaling pathway mediated by the nuclear targeting of C-terminal 
fragments of mammalian Patched 1. Plos One, DOI:10.1371/journal.pone.0018638 
 [7] Capecchi MR. (2005). Gene targeting in mice: functional analysis of the mammalian 
genome for the twenty-first century. Nature Reviews Genetics, 6: 507-512. 
[8] Meyer M, Ortiz O, Hrabé de Angelis M, Wurst W, Kühn R. (2012). Modeling disease 
mutations by gene targeting in one-cell mouse embryos. PNAS, 109: 9354-59. 
 [9] Cermak T, Doyle EL, Christian M, Wang L, Zhang Y, Schmidt C, Baller JA, Somia 
NV, Bogdanove AJ, Voytas DF. (2011). Efficient design and assembly of custom 
TALEN and other TAL effector-based constructs for DNA targeting. Nucleic Acids 
Res., 39:e82.  
[10] Hockemeyer D, Wang H, Kiani S, Lai CS, Gao Q, Cassady JP, Cost GJ, Zhang L, 
Santiago Y, Miller JC, Zeitler B, Cherone JM, Meng X, Hinkley SJ, Rebar EJ, 
Gregory PD, Urnov FD, Jaenisch R. (2011). Genetic engineering of human 
pluripotent cells using TALE nucleases. Nat. Biotech., 109:17382-7. 
[11] Mali P, Yang L, Esvelt KM, Aach J, Guell M, DiCarlo JE, Norville JE, Church GM.. 
(2013). RNA-Guided Human Genome Engineering via Cas9. Science, 339: 823-6. 
[12] Cong L, Ran FA, Cox D, Lin S, Barretto R, Habib N, Hsu PD, Wu X, Jiang W, 
Marraffini LA, Zhang F. (2013). Multiplex Genome Engineering Using CRISPR/Cas 
Systems. Science, 339: 819-23. 
70 
 
[13] Chuanxian W, Jiyong L, Zhongsheng Y, Bo Z, Guanjun G, Renjie J. (2013). TALEN 
or Cas9 - Rapid, Efficient and Specific Choices for Genome Modifications, Journal of 
Genetics and Genomics. 40:281-9.  
[14] Smith JR, Maguire S, Davis LA, Alexander M, Yang F, Chandran S, 
ffrench-Constant C, Pedersen RA. (2008). Robust, persistent transgene expression 
in human embryonic stem cells is achieved with AAVS1-Targeted integration. Stem 
Cells, 26: 496-504. 
[15] Ramachandra CJ, Shahbazi M, Kwang TW, Choudhury Y, Bak XY, Yang J, Wang S. 
(2011). Efficient recombinase-mediated cassette exchange at the AAVS1 locus in 
human embryonic stem cells using baculoviral vectors. Nucleic Acids Res., 39:e107. 
[16] Lyndaker AM, Alani E. (2009). A Tale of Tails : Insights into the Coordination of 3’ 
End Processing during Homologous Recombination. NIH Public Access, 31:315-21. 
[17] Scholze H, Boch J. (2011). TAL effectors are remote controls for gene activation. 
Curr. Opin. Microbiol., 14:47-53. 
[18] Sakuma T, Hosoi S, Woltjen K, Suzuki K, Kashiwagi K, Wada H, Ochiai H, 
Miyamoto T, Kawai N, Sasakura Y, Matsuura S, Okada Y, Kawahara A, Hayashi S, 
Yamamoto T. (2013). Efficient TALEN construction and evaluation methods for 
human cell and animal applications. Genes Cells, 18:315–26. 
[19] Sakuma T. (2013).Yamamoto lab TALEN construction ＆ evaluation protocol. 
http://www.mls.sci.hiroshima-u.ac.jp/smg/genome_editing/documents/6-module.pd
f. 
[20] Bultmann S, Morbitzer R, Schmidt CS, Thanisch K, Spada F, Elsaesser J, Lahaye 
T, Leonhardt H. (2012). Targeted transcriptional activation of silent oct4 
pluripotency gene by combining designer TALEs and inhibition of epigenetic 
modifiers. Nucleic Acids Res., 40:5368-77. 
[21] Valton J, Dupuy A, Daboussi F, Thomas S, Maréchal A, Macmaster R, Melliand K, 
Juillerat A, Duchateau P. (2012). Overcoming transcription activator-like effector 
(TALE) DNA binding domain sensitivity to cytosine methylation. J. Biol. Chem., 
287:38427-32. 
[22] Christian ML, Demorest ZL, Starker CG, Osborn MJ, Nyquist MD, Zhang Y, 
Carlson DF, Bradley P, Bogdanove AJ, Voytas DF. (2012). Targeting G with TAL 
effectors: a comparison of activities of TALENs constructed with NN and NK 
repeat variable di-residues. PLoS One, 7:e45383. 
 
 
 
71 
 
[23] Cade L, Reyon D, Hwang WY, Tsai SQ, Patel S, Khayter C, Joung JK, Sander JD, 
Peterson RT, Yeh JR. (2012). Highly efficient generation of heritable zebrafish 
gene mutations using homo- and heterodimeric TALENs. Nucleic Acids Res., 
40:8001-10. 
[24] Sakuma T, Ochiai H, Kaneko T, Mashimo T, Tokumasu D, Sakane Y, Suzuki K, 
Miyamoto T, Sakamoto N, Matsuura S, Yamamoto T. (2013). Repeating pattern of 
non-RVD variations in DNA-binding modules enhances TALEN activity. Scientific 
Rep., 29;3:3379. 
[25] 畑田出穂ら, (2014). 実験医学, 羊土社, Vol. 32 No.11 (P.1690-1826). 
[26] Fu Y, Foden JA, Khayter C, Maeder ML, Reyon D, Joung JK, Sander JD. (2013). 
High-frequency off-target mutagenesis induced by CRISPR-Cas nucleases in 
human cells. Nat. Biotech., 31: 822–826. 
[27] Ran FA, Hsu PD, Lin CY, Gootenberg JS, Konermann S, Trevino AE, Scott DA, 
Inoue A, Matoba S, Zhang Y, Zhang F. (2013). Double nicking by RNA-guided 
CRISPR Cas9 for enhanced genome editing specificity. Cell, 154(6):1380-9. 
[28] Carroll D. (2013). Staying on target with CRISPR-Cas. Nat. Biotech., 31: 807–809 
[29] Shen B, Zhang W, Zhang J, Zhou J, Wang J, Chen L, Wang L, Hodgkins A, Iyer V, 
Huang X, Skarnes WC. (2014). Efficient genome modification by CRISPR-Cas9 
nickase with minimal off-target effects. Nature Methods. 11: 399-402. 
[30] Guilinger JP, Thompson DB, Liu DR. (2014). Fusion of catalytically inactive Cas9 
to FokI nuclease improves the specificity of genome modification. Nat. Biotech. , 32, 
577–582. 
[31] Fu Y, Reyon D, Joung JK. (2014). Targeted genome editing in human cells using 
CRISPR/Cas nucleases and truncated guide RNAs. Methods Enzymol., 546:21-45. 
 
 
  
72 
 
謝辞 
 
本研究を行うにあたり、ディスカッションを重ね手厚くご指導くださいまし
た首都大学東京大学院理工学研究科生命科学専攻細胞生化学研究室、川原裕之
教授に深く感謝致します。 
 
本研究のスタートラインである TALEN 法の確立においてお世話になりまし
た広島大学大学院理学研究科数理分子生命理学専攻分子遺伝学研究室、山本卓
教授、佐久間哲史特任助教に厚く感謝致します。 
 
本論文を審査して下さいました首都大学東京大学院理工学研究科生命科学専
攻細胞遺伝学研究室、相垣敏郎教授に厚く感謝致します。 
 
本論文を審査して下さいました首都大学東京大学院理工学研究科生命科学専
攻発生プログラム研究室、福田公子准教授に厚く感謝致します。 
 
本研究を行うにあたり、実験・研究生活全般をご指導下さいました首都大学
東京大学院理工学研究科生命科学専攻細胞生化学研究室、横田直人助教に厚く
感謝致します。 
 
互いに研究に励み、様々な面で助けていただいた研究室の皆様に深く感謝致
します。 
 
これまでの学生生活を支援して下さった家族に深く感謝致します。 
 
